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Salmonella Typhi (S. Typhi), agente causal de la fiebre tifoidea, infecta exclusivamente al 
ser humano. A pesar de que se encuentra estrechamente relacionada con Salmonella 
Typhimurium (S. Typhimurium), difieren en la especificidad de hospedero. Estas diferencias 
responden a un proceso evolutivo multifactorial que depende de la ganancia de funciones, la 
perdida de funciones y la regulación diferencial de los genes compartidos entre estos dos 
serovares. Un ejemplo de regulación diferencial es la ejercida sobre el factor sigma 
alternativo, RpoS, regulador maestro de la respuesta general a estrés, que contribuye en el 
ciclo infectivo de estos patógenos. Este factor está regulado a distintos niveles, siendo los 
mecanismos de proteólisis los más importantes. PhoPQ es un sistema de dos componentes 
que regula positivamente la acumulación de RpoS en S. Typhimurium. En estrés por bajas 
concentraciones de Mg2+, PhoP activa la transcripción del gen que codifica a IraP, proteína 
que impide que RpoS sea degradado por ClpXP. En nuestro laboratorio se ha observado que 
la acumulación de RpoS es diferente entre S. Typhimurium y S. Typhi, determinándose que 
la acumulación de RpoS en S. Typhi aumenta en mutantes ΔphoPQ. Como estudios previos 
se realizó un análisis bioinformático de S. Typhi y S. Typhimurium para intentar explicar 
estas diferencias y se encontró que nuestra cepa de trabajo S. Typhi STH2370 perdió un 
segmento genómico en la que estaba incluido el gen iraP. Por lo que nos preguntamos si la 
falta de iraP en S. Typhi es responsable de las diferencias en la acumulación de RpoS al 
compararse con S. Typhimurium. En la presente Tesis, se incorporó el gen iraP de S. 
Typhimurium en S. Typhi STH2370 en una única copia situada en su contexto genético 
original mediante una técnica de complementación heteróloga en cis y se evaluó su rol en la 
acumulación de RpoS en la cepa silvestre y en mutantes ΔphoPQ, utilizando fusiones lacZ, 
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Western blot, ensayos de estabilidad de proteínas y ensayos de supervivencia a peróxido de 
hidrógeno. Además, se realizaron ensayos de invasión y proliferación en células epiteliales 
HT-29 para determinar si la ausencia de iraP corresponde a un caso de pérdida de función 
que tiene implicancia en la virulencia de S. Typhi. Encontramos que IraP incrementa la 
acumulación y la estabilidad de RpoS en condiciones de bajo Mg2+. Por otra parte, la 
presencia de IraP cambia la regulación de RpoS mediada por PhoPQ. Finalmente se observó 
que la cepa complementada con iraP presentó una disminución en la capacidad de invasión 
de células epiteliales HT-29 en comparación con la cepa silvestre. Los resultados obtenidos 













Salmonella Typhi (S. Typhi), the causative agent of typhoid fever, exclusively infects 
humans. Although S. Typhi is closely related to Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium), 
they differ in host specificity. These differences are due to a multifactorial evolutive process 
that depends on gain functions, loss functions, and a differential regulation of the genes 
shared by both serovars. An example of the latter is the regulation of the alternative Sigma 
factor, RpoS, a master regulator of stress response, that contributes to the infective cycle of 
these pathogens. This Sigma factor is regulated at different levels, being proteolysis one of 
the most important regulation mechanisms. PhoPQ is a two components system that 
positively regulates the accumulation of RpoS in S. Typhimurium. Under low magnesium 
concentrations, PhoP activates the transcription of IraP, a protein that prevents RpoS 
degradation by ClpXP. In our laboratory, we observed that RpoS accumulation is different 
between S. Typhi and S. Typhimurium, and we determined that RpoS accumulation in S. 
Typhi is increased in ΔphoPQ mutants. Previous bioinformatic analyses of S. Typhi and S. 
Typhimurium performed to try to explain these differences showed that our reference strain 
STH2370 lost a genomic segment where iraP was located. Thus, in this work, we 
incorporated iraP in S. Typhi STH2370 in a single copy and in its original genetic context, 
using a cis heterologous complementation technique and we evaluated its role in RpoS 
accumulation in the WT and ΔphoPQ strains, using lacZ fusions, Western blot analyses, 
protein stability assays and survival in hydrogen peroxide assays. In addition, we performed 
invasion and proliferation assays in HT-29 epithelial cells, to determine if the absence of iraP 
corresponds to a case of loss of function implicated in S. Typhi virulence. We found that IraP 
increases RpoS accumulation in low magnesium concentrations. Also, we found that IraP 
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changes the regulation of RpoS mediated by PhoPQ. Finally, we observed that in an iraP cis 
complemented strain exhibited a decrease in the ability to invade HT-29 epithelial cells when 
compared to the WT strain. These results suggest that the loss of iraP in S. Typhi could 





1.1 Salmonella enterica 
Las bacterias del género Salmonella son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, y 
patógenos intracelulares pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Garai y cols., 2012). 
El género Salmonella se compone de dos especies, Salmonella enterica y Salmonella 
bongori. Salmonella enterica a su vez se divide en siete subespecies designadas I, II, IIIa, 
IIIb, IV, VI y VII. (Baumler y Fang, 2013). La subespecie enterica (I) es la única capaz de 
producir enfermedad en animales homeotermos (Porwollik y cols., 2004) y está compuesta 
por alrededor de 2.500 serovares (Popoff y cols., 2003), los cuales pueden clasificarse en dos 
grandes grupos según su rango de hospedero (Uzzau y cols., 2000). La mayoría de los 
serovares son generalistas, es decir, infectan una amplia gama de hospederos (Baumler y 
Fang, 2013); es el caso de Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium), que en humanos 
causa gastroenteritis autolimitada (Hansen-Wester y Hensel, 2001). Por el contrario, 
encontramos los serovares restringidos a uno o unos pocos hospederos. Por ejemplo, 
Salmonella Typhi (S. Typhi) que infecta exclusivamente al ser humano, causando la fiebre 
tifoidea, una enfermedad sistémica grave (Hansen-Wester y Hensel, 2001).  
Se estima que la carga mundial de salmonelosis ejercida por serovares restringidos, como S. 
Typhi, es de 21,6 millones de casos por año (Stevens y cols., 2009). En particular, la fiebre 
tifoidea causa 200.000 muertes al año y es una infección común en regiones de bajo 
desarrollo económico y escasa infraestructura sanitaria (Dougan y Baker, 2014). En Chile 
representa una de las Enfermedades Transmisibles de Declaración Obligatoria, por lo que 
cada caso debe ser notificado al Instituto de Salud Pública (ISP). 
2 
 
1.2 Proceso infectivo de S. Typhimurium y S. Typhi en humanos  
En ambos casos el ciclo infectivo comienza por el consumo de agua o alimentos 
contaminados. Las bacterias son capaces de pasar por el estómago, superando la barrera ácida 
de éste, para luego llegar al intestino. Una vez en el intestino, las bacterias se adhieren y 
consiguen entrar en las células que recubren el epitelio intestinal (Velge y cols., 2012). 
Salmonella puede invadir las células epiteliales, no fagocíticas, porque genera 
modificaciones en el citoesqueleto de actina (Zhou y cols., 2001a), logrando de esta forma 
internalizarse mediante un proceso de macropinocitosis (Alpuche-Aranda y cols., 1994). S. 
Typhimurium genera una respuesta inflamatoria pronunciada en el intestino, dando lugar a 
una diarrea inflamatoria o gastroenteritis (Hansen-Wester y Hensel, 2001). La invasión de 
las células epiteliales y la respuesta inflamatoria, se debe al transporte de efectores a través 
de sistemas de secreción de tipo III (SST3), que se encuentran codificados en islas de 
patogenicidad (Mirold y cols., 2001, Zhang y cols., 2002). Por otra parte, S. Typhi genera 
una respuesta inflamatoria reducida, debido a una combinación de factores como la 
regulación diferencial de la expresión de los genes contenidos en las islas de patogenicidad, 
la presencia de un polisacárido capsular (Winter y cols., 2008) y la incapacidad de producir 
cadenas largas de antígeno O, como parte de su LPS (LaRock y cols., 2015). Por estas 
razones, S. Typhi logra pasar a través de las células M de las placas de Peyer para alcanzar 
el tejido linfoide, donde es reconocida y fagocitada por macrófagos presentes en las cercanías 
(Everest y cols., 2001). Luego S. Typhi es capaz de sobrevivir y replicarse al interior de los 
macrófagos (Ohl y Miller, 2001), debido a que puede residir en un compartimento único 
llamado Vacuola Contenedora de Salmonella (SCV) (Oh y cols., 1996). Por lo anterior, S. 
Typhi es capaz de generar una infección sistémica, porque utiliza al macrófago como un 
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vehículo de diseminación extra intestinal (Wang y cols., 2015). La supervivencia intracelular 
y la mantención en la SCV es mediada por efectores codificados en islas de patogenicidad, 
principalmente la Isla de Patogenicidad II (SPI-2), que son transportados por SST3 (Haraga 
y cols., 2008). La bacteria es transportada por los macrófagos a los nódulos linfáticos 
mesentéricos, donde ocurre la replicación bacteriana, luego es liberada al torrente sanguíneo 
(Silva-Herzog y Detweiler, 2008), lo que le permite posteriormente invadir órganos 
profundos como el hígado, bazo y médula ósea  (Everest y cols. , 2001).  
1.3 Características evolutivas que distinguen a S. Typhi  
Los serovares de S. enterica están estrechamente relacionados, ya que comparten el 90% de 
identidad a nivel de su secuencia nucleotídica. A pesar de esta similitud difieren en la 
especificidad de hospedero (Ortega y cols., 2016). Algunos serovares son generalistas, como 
S. Typhimurium y otros son hospederos restringidos, como S. Typhi. La evolución de un 
serovar generalista a uno de hospedero restringido, podría haber ocurrido por:  
1) S. Typhi ha ganado funciones  
La ganancia de funciones está dada generalmente por mecanismos de transferencia horizontal 
de genes, que conlleva a la incorporación de elementos genéticos de otros organismos. Entre 
estos elementos se encuentran las islas de patogenicidad, cuya función es proporcionar 
ventajas selectivas en la infección bacteriana (Hacker y Carniel, 2001). Por ejemplo, la isla 
de patogenicidad 18 (SPI-18) que se encuentra en serovares que producen infecciones 
sistémicas en el ser humano, como S. Typhi, y está ausente en serovares que sólo producen 
una gastroenteritis autolimitada como S. Typhimurium. SPI-18 contiene el gen hlyE, una 
hemolisina que promueve la infección de órganos profundos (Fuentes y cols., 2008), por lo 
que su adquisición contribuye en la virulencia de S. Typhi.  
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2) S. Typhi ha perdido funciones  
S. Typhi contiene alrededor del 5% de sus genes como pseudogenes (Ψ), mientras que S. 
Typhimurium sólo un 1%. Se ha observado que muchos de esos pseudogenes en S. Typhi 
son ortólogos que codifican factores de virulencia en S. Typhimurium (Trombert y cols., 
2011). Un ejemplo ampliamente estudiado en nuestro laboratorio corresponde a los 
pseudogenes en S. Typhi y funcionales en S. Typhimurium, sopE2 y sopA. El gen sopE2 
codifica una proteína efectora que está involucrada la invasión bacteriana (Patel y Galan, 
2005) y requiere de SopA para ejercer su función. Sin embargo,  se ha reportado que SopA 
promueve la respuesta inflamatoria (Wood y cols., 2000), dificultando el desarrollo de una 
infección sistémica, por lo que este proceso de pseudogenización contribuye en las 
características de virulencia de S. Typhi (Valenzuela y cols., 2015). 
La especificidad de hospedero y la capacidad de producir una infección sistémica exhibida 
por S. Typhi, es un proceso multifactorial que depende de la ganancia de funciones, la pérdida 
de funciones, pero también de otros procesos como la regulación diferencial de genes 
compartidos entre estos dos serovares. En la regulación diferencial participan reguladores 
globales que coordinan la expresión de genes que codifican factores de virulencia y genes 
que están  también involucrados en procesos fisiológicos, tales como el flujo metabólico y la 
respuesta al estrés, los que permiten a la bacteria adaptarse a las condiciones presentadas en 
el organismo hospedero (Schellhorn, 2014). Dentro de éstos podemos mencionar a RpoS, un 
factor sigma alternativo, regulador maestro de la respuesta general a estrés, cuyos efectos en 
la patogénesis son altamente variables y dependen de la especie. RpoS contribuye en la 
virulencia de dos formas: mejorando la supervivencia en el hospedero, para poder superar 
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los sistemas de defensa y regulando directamente la expresión de factores de virulencia 
(Dong y Schellhorn, 2010). 
1.4 RpoS: Regulación del estrés y su implicancia en virulencia  
Si bien hasta ahora hemos comentado el proceso infectivo y los mecanismos utilizados por 
S. Typhi para invadir y lograr desarrollar una infección sistémica en su hospedero, es 
importante destacar que para que un ciclo infectivo sea exitoso, la bacteria debe ser capaz de 
sobrevivir y proliferar ante las condiciones de estrés que se presentan durante su ciclo de 
vida. De acuerdo con esto, los patógenos entéricos tales como S. enterica, deben resistir el 
cambio de temperatura al ingresar al organismo  y sobrevivir al pH extremadamente ácido 
del estómago, para de esta forma generar una infección en el tracto intestinal del hospedero 
(Audia y Foster, 2003). Se ha reportado que el pH bajo proporciona una señal ambiental 
importante para Salmonella, la cual le permite desplegar los factores de virulencia necesarios 
para la invasión de las células hospederas (Galen y cols., 2016). Por otra parte, las bacterias 
también deben superar el desafío osmótico, debido a la presencia de bilis en el intestino 
delgado, que contiene sales, proteínas y electrolitos que alteran las membranas, 
desnaturalizan proteínas y causan daño en el DNA (Rosenthal y cols., 2006). 
Adicionalmente, se enfrentan a la escasez  de nutrientes esenciales, como por ejemplo la 
disminución en la concentración de magnesio extracelular (Mg+2) en el estómago, los 
intestinos y al interior del macrófago (Papp-Wallace y Maguire, 2008). Además, los 
patógenos que son capaces de desarrollar una infección sistémica, como S. Typhi, se 
enfrentan a una disminución del pH y al estrés oxidativo al ingresar al macrófago (Garai y 
cols. , 2012). Las condiciones que mencionamos pueden ser superadas, en parte, al modificar 
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la expresión de sus genes y esto se logra a través de la síntesis y/o activación de factores 
sigma alternativos de la RNA polimerasa que dirigen la transcripción de regulones cuyos 
productos permiten lidiar con el estrés (Bougdour y cols., 2006). 
El factor σs (RpoS), subunidad sigma alternativa de la RNA polimerasa codificada por el gen 
rpoS, es el responsable de la transcripción de numerosos genes bajo condiciones de estrés, 
siendo el regulador maestro de la respuesta general a estrés (Landini y cols., 2014). Dentro 
de los genes dependientes de este factor encontramos aquellos que confieren resistencia 
contra shock térmico, shock osmótico, pH ácido, falta de nutrientes e incluso a estrés 
oxidativo. Además, la activación de estos genes permite a la bacteria adaptarse a la fase 
estacionaria (Hengge-Aronis 2002). Directa o indirectamente, RpoS regula el 10% del 
genoma de E. coli, lo que corresponde aproximadamente a 500 genes (Battesti y cols., 2011). 
Por otra parte, RpoS también contribuye al ciclo infectivo de algunos patógenos al regular 
directamente genes de virulencia (Dong y Schellhorn, 2010). Se ha demostrado que RpoS 
regula la expresión de los genes del Plásmido de Virulencia de Salmonella (SPV), que son 
necesarios para la infección sistémica y el crecimiento intracelular en S. Typhimurium 
(Heiskanen y cols., 1994). Por otro lado, las cepas mutantes ΔrpoS, derivadas de  serovares 
virulentos de Salmonella, son incapaces de generar una infección en ratones, tanto por 
administración oral como por inyección intraperitoneal (Schellhorn, 2014). 
Otros reportes indican que RpoS está involucrado en la regulación de la expresión de los 
genes codificados en las Islas de Patogenicidad SPI-1 y SPI-2. La expresión de estos genes 
se caracteriza por ser compleja, estar controlada por diferentes factores y responder a diversas 
señales ambientales. Un análisis transcriptómico de los genes codificados por SPI-1 y SPI-2 
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en mutantes ΔrpoS indicó que, RpoS ejerce ambos tipos de regulación, es decir, negativa y 
positiva en los genes codificados por SPI-1 y SPI-2. Se ha encontrado, por ejemplo que en 
mutantes ΔrpoS aumenta la expresión hasta 8 veces de los genes del operón sicA codificado 
en SPI-1 (Rice y cols., 2015).  
El operón sicA, contiene los genes sicA, sipB, sipC, sipD y sipA  (Rice y cols. , 2015), los 
cuales codifican proteínas efectoras. Estos genes están involucrados en: 1) reordenamientos 
de citoesqueleto de actina y por lo tanto internalización de las bacterias (SipAC)(LaRock y 
cols. , 2015); 2) codifican chaperonas que protegen las proteínas de la degradación, previenen 
las interacciones prematuras y/o median su reconocimiento por el SST3 (SicA) (Fabrega y 
Vila, 2013, Darwin y Miller, 1999) y 3) codifican proteínas que forman parte del SST3 
(SipBCD)(Fabrega y Vila, 2013, Galan, 2001).  
Considerando lo comentado anteriormente, la regulación de la expresión de estas islas tendría 
un efecto final en la invasión y el crecimiento intracelular. Esta última idea es fuertemente 
sugerida por los autores de ese estudio, sin embargo, no realizaron experimentos en líneas 
celulares para demostrarlo (Rice y cols. , 2015). 
1.5 Niveles de regulación de RpoS 
Debido a que RpoS activa la transcripción de varios factores y cascadas de señalización, este 
factor sigma está finamente regulado a distintos niveles: transcripcional, traduccional y post-
traduccional.  
La transcripción de rpoS depende en primera instancia del tercero de sus tres promotores 
(rpoSp), localizado en el gen nlpD, que se ubica río arriba del gen rpoS  y el cual es un 
promotor dependiente de la fase del crecimiento (Hengge-Aronis, 2002). Con respecto a la 
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regulación transcripcional, ocurre cuando cambia la disponibilidad de nutrientes, al entrar a 
fase estacionaria (Hengge-Aronis, 2002). Existen muchos reguladores transcripcionales 
descritos. A modo de ejemplo podemos mencionar; la molécula ppGpp, que activa la 
transcripción de rpoS en condiciones de inanición (Hirsch y Elliott, 2002) y AMPc-CRP, que 
inhibe la transcripción en fase exponencial (Guo y cols., 2015). 
RpoS es regulado también a nivel traduccional. En este caso, la traducción de RpoS es 
estimulada por alta osmolaridad (Muffler y cols., 1996b), bajas temperaturas (Sledjeski y 
cols., 1996), bajo pH o durante la fase exponencial tardía cuando el cultivo alcanza cierta 
densidad celular. En el extremo 5´UTR del transcrito de rpoS se forma una horquilla que 
impide la traducción. Por lo que , la regulación traduccional esta ejercida principalmente por 
RNAs pequeños que junto a  la proteína chaperona Hfq permiten la apertura de esta horquilla 
inhibitoria (Battesti y cols. , 2011), un ejemplo de estos corresponde a DsrA (Majdalani y 
cols., 1998) entre otros. 
A nivel post-traduccional la proteólisis desempeña un rol fundamental, ya que degrada RpoS 
a medida que se va sintetizando, evitando así su acción cuando no es necesario. De esta 
forma, se favorece la actividad del factor vegetativo σ70 (RpoD). El mecanismo de 
degradación requiere de la proteasa ClpXP y la proteína adaptadora RssB (denominado MviA 
en S. enterica), cuya forma fosforilada exhibe una alta afinidad por RpoS y la dirige a su 
degradación (Zhou y cols., 2001b). El incremento de los niveles de RpoS y aumento de su 
vida media en la fase estacionaria se debe principalmente a la inhibición de este mecanismo 
(Lange y Hengge-Aronis, 1994).  
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Para evaluar los factores involucrados en la regulación de rpoS en Escherichia coli se han 
utilizado fusiones traduccionales con  el reportero lacZ (Bougdour y cols. , 2006). Las 
fusiones traduccionales rpoSTRAD::lacZ pueden reflejar las variaciones a distintos niveles de 
regulación, incluyendo la proteólisis de RpoS. Para evaluar todos los niveles antes 
comentados es necesario que la construcción conserve el sitio de unión a la proteína MviA, 
que corresponde a la lisina-173 (Zhou y cols. , 2001b). Con esta técnica clásica se ha logrado 
encontrar inhibidores de la proteólisis como es el caso de la proteína IraP (Bougdour y cols. 
, 2006).  
1.6 Sistema de dos componentes PhoPQ y Proteína Antiadaptadora IraP 
Un ejemplo de regulación post-traduccional es el sistema de dos componentes PhoPQ que en 
S. Typhimurium regula positivamente la acumulación de RpoS en bajas concentraciones de 
Mg2+  (Tu y cols., 2006). La proteína PhoQ es un sensor de membrana, que activa a PhoP, un 
regulador de respuesta, el cual activa la transcripción del gen que codifica IraP (Tu y cols. , 
2006), una proteína antiadaptadora que impide que RpoS sea degradado por ClpXP al unirse 
a MviA (Figura 1) (Bougdour y cols. , 2006). 
El mayor mecanismo que conduce a la estabilidad de RpoS en E. coli y Salmonella bajo 
diferentes condiciones de estrés es la inhibición de la actividad del adaptador RssB (MviA) 
por proteínas anti-adaptadoras como IraP, IraD e IraM (Battesti y cols., 2015). IraP (inhibidor 
de la actividad de RssB durante la inanición de fosfato), tiene una interacción directa 
proteína-proteína con RssB y en E. coli, contribuye significativamente en la estabilidad y 





Figura 1: Esquema ilustrativo de la regulación de RpoS mediante PhoPQ en Salmonella 
Typhimurium en bajas concentraciones de Mg2+. La transcripción de iraP es activada durante el 
crecimiento en bajas concentraciones de Mg2+ vía el sistema PhoP/PhoQ. IraP se une a MviA evitando 
que pueda dirigir a RpoS a la proteasa ClpXP. Adicionalmente se muestra un producto génico 
(desconocido) regulado por PhoP que contribuye en la acumulación de RpoS. (Esquema modificado 
Tu, X. et al., 2006). 
 
1.7 Diferencias en la regulación de RpoS 
Gran parte de lo que se conoce de la regulación de rpoS se ha descrito en E. coli. Sin embargo, 
se han observado diferencias en la regulación entre esta especie y otras como Pseudomonas 
y Salmonella (Hengge-Aronis, 2002).  Si bien la transcripción y la traducción son estimuladas 
bajo condiciones de estrés o al entrar a fase estacionaria, los niveles de RpoS dependen 
principalmente de la proteólisis en E. coli. En contraste, en el caso de Pseudomonas, la 
regulación transcripcional parece tener un rol más predominante que en E. coli y RpoS está 
relacionado con funciones más específicas de virulencia y colonización, que de supervivencia 
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a estrés. Esto último podría explicarse por las diferencias en el nicho ecológico, la capacidad 
para colonizar y sobrevivir en un hábitat específico (Venturi, 2003).  
Entre E. coli y S. enterica también encontramos diferencias en la regulación de RpoS y para 
ejemplificar podemos nombrar el sistema de dos componentes PhoPQ, que regula 
positivamente la acumulación de RpoS tanto en E. coli como S. Typhimurium en bajas 
concentraciones de Mg2+. Sin embargo, en E. coli, en estas condiciones, la acumulación de 
RpoS depende de PhoPQ, pero no de IraP (Tu y cols. , 2006).  
Dentro de la especie S. enterica inclusive también podemos encontrar diferencias en la 
regulación de RpoS. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio nos indican que el regulador 
PhoPQ participa de forma diferente en la acumulación de RpoS entre S. Typhimurium y S. 
Typhi en bajas concentraciones de Mg2+ (Hernández y cols, 2015, datos no publicados). S. 
Typhimurium ΔphoPQ presenta una disminución de la acumulación de RpoS (Tu y cols. , 
2006). Por el contrario, en S. Typhi exhiben un leve aumento en la acumulación de RpoS 
(Figura 2). Además, este aumento en la acumulación de RpoS tiene una implicancia en el 
efecto final de la resistencia al estrés, lo que fue demostrado mediante ensayos de 
supervivencia a H2O2 (Hernández y cols, 2015, datos no publicados), donde se observó que 
la cepa S. Typhi ΔphoPQ presenta mayor resistencia al estrés oxidativo que la cepa parental 
y este resultado fue concordante con un pequeño aumento en la expresión relativa de katE 
con respecto a la cepa parental. La medición de la resistencia a peróxido de hidrógeno se ha 
utilizado ampliamente para inferir la actividad y funcionalidad de RpoS, debido a que en 
condiciones de estrés oxidativo RpoS activa la transcripción de la catalasa katE, cuya 





Figura 2: PhoPQ participa de forma diferente en la acumulación de RpoS entre S. 
Typhimurium y S. Typhi. Western blot comparativo del rol de PhoPQ en la acumulación de RpoS 
en S. Typhimurium y S. Typhi. Las cepas estudiadas se evaluaron en medio mínimo M9 en bajas 
concentraciones de Mg2+ (10μm Mg2+) y altas concentraciones de Mg2+ (10Μm Mg2+). A) 
Acumulación de RpoS en S. Typhimurium (STM14028s). Las cepas de estudio corresponden a S. 
Typhimurium ΔrpoS::3×flag (parental), S. Typhimurium ΔrpoS::3×flag ΔphoPQ::cat (ΔphoPQ) y S. 
Typhimurium ΔrpoS::3×flag ΔphoPQ / pBPHOPQ. B) Acumulación de RpoS en S. Typhi 
(STH2370). Las cepas de estudio corresponden a S. Typhi ΔrpoS::3×flag (parental), S. Typhi 
ΔrpoS::3×flag ΔphoPQ::cat (ΔphoPQ) y S. Typhi ΔrpoS::3×flag ΔphoPQ / pBPHOPQ. (Hernández 
y cols, 2015, datos no publicados) 
 
Con el objetivo de explicar las diferencias en la regulación comparamos las secuencias 
genéticas de los genes rpoS y phoPQ de S. Typhimurium y S. Typhi. Encontramos que estos 
genes, poseen un alto porcentaje de identidad (99,9% y 98,9% respectivamente) en S. Typhi 
(STH2370) y S. Typhimurium (STM14028s), lo que nos sugirió que las diferencias de 
acumulación de RpoS estaban dadas por otros factores. El siguiente paso fue comparar la 
secuencia del gen iraP en S. Typhimurium y S. Typhi y encontramos que nuestra cepa de 
trabajo S. Typhi STH2370, presenta una deleción de un segmento genómico que en S. 
Typhimurium contiene 8 genes entre los que está incluido el gen iraP (Figura 3). Como 
mencionamos anteriormente las diferencias entre S. Typhimurium y S. Typhi se deben a un 
proceso multifactorial que depende de la ganancia de funciones, la pérdida de funciones, pero 
también de otros procesos como la regulación diferencial de genes. En este caso la pérdida 
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de iraP podría contribuir en las diferencias entre S. Typhimurium y S. Typhi a través de la 
regulación diferencial de RpoS. En base a los antecedentes planteados, para responder si la 
falta de iraP en S. Typhi es la causante de las diferencias en la acumulación de RpoS entre 
S. Typhimurium y S. Typhi, este trabajo propone la complementación en cis del gen iraP en 
S. Typhi, en una única copia situada en su contexto genético. Además, considerando que 
RpoS regula genes de virulencia tales como los codificados por las islas de patogenicidad 
SPI-1 y SPI-2, sugiriendo un efecto final en la invasión o el crecimiento intracelular, nos 
parece interesante evaluar el fenotipo de invasión y proliferación celular asociados a la 
presencia de este gen y determinar si este corresponde a un caso de reducción del genoma 
que tiene implicancia en la virulencia de S. Typhi.  
 
Figura 3: S. Typhi STH2370 presenta una deleción de aproximadamente 7 kpb de la región 
correspondiente en S. Typhimurium 14028s que contiene el gen iraP. Las flechas representan marcos de 
lectura abierta cuyos nombres están en la parte superior de la figura. La flecha roja representa a iraP. Las barras 








Al restablecer en cis el gen iraP en la cepa STH2370 de Salmonella Typhi cambia la 




Evaluar el efecto de la restitución en cis del gen iraP en Salmonella Typhi STH2370 en la 

















1. Determinar si IraP regula la acumulación de RpoS en S. Typhi y a qué nivel lo hace. 
1.1. Complementar en cis el gen iraP en la cepa de S. Typhi STH2370 mutante natural para 
este gen.  
1.2. Evaluar si iraP se transcribe en la cepa complementada mediante PCR en tiempo real. 
1.3. Evaluar si la presencia del gen iraP cambia la acumulación de la proteína RpoS mediante 
Western blot. 
1.4. Evaluar a qué nivel de regulación afecta IraP la acumulación de RpoS. 
1.5. Evaluar si la acumulación de RpoS dependiente de IraP tiene un efecto final en la 
resistencia al estrés.  
2. Determinar si IraP es responsable de las diferencias en la regulación de RpoS a través 
del sistema PhoPQ entre los serovares de S. Typhi y S. Typhimurium. 
2.1. Evaluar que nivel de regulación afecta PhoPQ en la acumulación de RpoS   
2.2. Evaluar si cambia la acumulación de RpoS en mutantes phoPQ complementadas con 
iraP 
2.3. Evaluar si la complementación en cis del gen iraP tiene un efecto final en la resistencia 
a estrés en mutantes phoPQ 
3. Determinar si la presencia de iraP en S. Typhi cambia el fenotipo de invasión y 
proliferación en células epiteliales.  
3.1 Evaluar si la complementación en cis del gen iraP en S. Typhi STH2370 (mutante natural) 
cambia el fenotipo de invasión y proliferación en células epiteliales. 
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3.2. Determinar el fenotipo de invasión y proliferación en células epiteliales de cepa phoPQ 
complementada en cis con el gen iraP. 
3.3. Evaluar el rol de IraP en los procesos de invasión y proliferación en células epiteliales 


















2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 Reactivos  
Tabla 2.1. Lista de reactivos utilizados  
Reactivo  Marca  
SDS Merck 
Fenol saturado básico Winkler 
Cloroformo alcohol Isoamílico Winkler  
RNasa Invitrogen 
Proteinasa K Invitrogen 
Etanol absoluto  Merck 
Acetato de potasio  Winkler 
Agua libre de nucleasas  Winkler  
Tris  Winkler  
Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) Merck 
Fosfato disódico (Na2HPO4x7H2O) Winkler 
Fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4xH2O) Winkler  
Cloruro de Potasio (KCl) Sigma 
Sulfato de Magnesio (MgSO4) Winkler 
Cloroformo  Merck 
β-Mercaptoetanol Winkler 
Dodecilsulfato sódico (SDS) Merck 
Orto-nitrofenilgalactopiranosido (ONPG)  Thermo scientific 
Carbonato de sodio (NA2CO3) Merck 
5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D galactopiranósido (x-gal)  Invitrogen 
Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) Merck 
Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4)  Winkler 
Cloruro de sodio (NaCl) Merck 




Tabla 2.1. Lista de reactivos utilizados (Continuación) 
Reactivo  Marca  
Cloruro de amonio (NH4Cl) Sigma 




Taq DNA Polimerasa, recombinante  Thermo Fisher Scientific 
TRIzol™ Reagent   Thermo Fisher Scientific 
Isopropanol Merck 
Ácido acético glacial Merck 
Agarosa  Axygen 
DNase I Promega 
Lisozima  MP Biomedicals  
PBS HyClone™ 
Tripsina  Gibco life technologies 
Dulbecco´s Modified Eagle Médium (DMEM) Gibco life technologies 
Suero fetal bobino Gibco life technologies 
Aceite mineral Biomérieux sa 
Gentamicina Us biological life sciences 
Sulfato de Cobre (CuSO4x5H2O) Winkler  
Desoxicolato de Sodio  Merck  
Dimetil sulfoxido (DMSO) Winkler 
L-Arabinosa Merck 
Ampicilina  Sigma 
Kanamicina  Gibco life technologies 
Cloranfenicol  Sigma 
Tetraciclina  ApplyChem 
 Continúa  
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Tabla 2.1. Lista de reactivos utilizados (Continuación) 
Reactivo  Marca  
Peróxido de hidrogeno  Merck  
Heat shock protein 60 antibody  Thermo scientific 
Monoclonal Anti-FLAG Sigma 
Goat anti-mouse IgG (H+L)  Invitrogen  
Coomassie plus protein Assay reagent Thermo Fisher Scientific 
Ácido clorhídrico fumante (HCl)  Thermo Fisher Scientific 
Glicina    Merck 
Azul de bromofenol  Sigma 
Tween-20 Winkler 
Metanol  Merck  
Membrana de Nitrocelulosa  PerkinElmer 
Persulfato de amonio  Winkler  
Bis/Acrilamida  Winkler 
TEMED Sigma 
 
2.2 Material Biológico 
Tabla 2.2.1. Lista de cepas utilizadas  
Genotipo  Resistencia  Origen  
Salmonella Typhi 
Parental STH2370 - Lab. del Dr. Mora 
ΔadrA::Kan KanR Esta Tesis 
ΔadrA::FRT - Esta Tesis 
ΔadrA::iraPSTM-Cam CamR Esta Tesis 
ΔphoPQ::FRT - Lab. del Dr. Fuentes 
ΔrpoS::FRT - Lab. del Dr. Fuentes 
ΔmviA::Cam CamR Esta Tesis 
  Continúa  
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Tabla 2.2.1. Lista de cepas utilizadas (continuación)  
Genotipo  Resistencia  Origen  
Salmonella Typhi 
Parental STH2370 rpoS::3×flag KanR Lab. del Dr. Fuentes 
rpoS::3×flag ΔadrA::iraPSTM-Cam KanR y CamR Esta Tesis 
rpoS::3×flag ΔphoPQ::FRT KanR Lab. del Dr. Fuentes 
rpoS::3×flag ΔphoPQ::FRT 
ΔadrA::iraPSTM-Cam 
KanR y CamR Esta Tesis 
Parental STH2370 ΔrpoS7::lacZ  KanR  Lab. del Dr. Fuentes 
ΔrpoS7::lacZ ΔphoPQ::Cam KanR y CamR Esta Tesis 
ΔrpoS7::lacZ ΔmviA::Cam KanR y CamR Esta Tesis 
ΔrpoS7::lacZ ΔadrA::iraPSTM-Cam KanR y CamR Esta Tesis 
Parental STH2370 ΔrpoS742::lacZ KanR  Esta Tesis 
ΔrpoS742::lacZ ΔphoPQ::Cam KanR y CamR Esta Tesis 
ΔrpoS742::lacZ ΔmviA::Cam KanR y CamR Esta Tesis 
ΔrpoS742::lacZ ΔadrA::iraPSTM-Cam KanR y CamR Esta Tesis 
Parental Ty2 - Lab. del Dr. Mora 
ΔiraP::Cam CamR Esta Tesis 
Cepas Clínicas   
STH2447 - Lab. del Dr. Mora 
STH5158 - Lab. del Dr. Mora 
STH1338 - Lab. del Dr. Mora 
STH737 - Lab. del Dr. Mora 
STH1305 - Lab. del Dr. Mora 
STH229 - Lab. del Dr. Mora 
STH1037 - Lab. del Dr. Mora 
Salmonella Typhimurium    
Parental STM14028s - Lab. del Dr. Mora 
ΔpsiF::Cam CamR Esta Tesis 
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Tabla 2.2.2. Plásmidos utilizados 
Plásmido Descripción   
pKD46 Utilizado para generar cepas mutantes por eventos de recombinación homóloga. 
Expresa el sistema de recombinación λ Red (genes bet, gam y exo), bajo el control 
del promotor inducible por Arabinosa, Para. Posee el gen bla que codifica una 
proteína β-lactamasa y confiere resistencia a Ampicilina (Ampr). Además, tiene 
un sitio de origen de la replicación termosensible a 37 °C, lo que permite eliminar 
el plásmido por temperatura. (Datsenko y Wanner, 2000) 
 
pKD4 Fue usado como templado para amplificar un cassette de resistencia a Kanamicina, 
está formado por el gen aph (que codifica para una aminoglicósido 
fosfotransferasa), flanqueado por secuencias FRT. El producto de PCR se utilizó 
para generar cepas mutantes mediante intercambio alélico. Tiene un sitio de origen 
de la replicación oriR6K, dependiente de la proteína Pi (Π). Adicionalmente, 
contiene el gen bla, por lo que es Ampr (Datsenko y Wanner, 2000). 
 
pKD3 Fue usado como templado para amplificar un cassette de resistencia a 
cloranfenicol y generar mutantes mediante intercambio alélico. Formado por el 
gen cat (codifica para una Cloranfenicol Acetiltransferasa), flanqueado por 
secuencias FRT. Además, posee un sitio de origen de la replicación oriR6K, 
dependiente de la proteína Pi (Π). Además, contiene el gen bla, Ampr (Datsenko 
y Wanner, 2000). 
 
pKD13 Fue usado como templado para amplificar un cassette de resistencia a Kanamicina, 
tal cual como el pKD4, sin embargo, este sirve para realizar posteriormente una 
fusión traduccional, ya que contiene un sitio FRT modificado. Al igual que el 
plásmido pKD4, tiene un sitio de origen de la replicación oriR6K, dependiente de 
la proteína Pir (Π). Posee gen aph (codifica para una aminoglicósido 
fosfotransferasa), flanqueado por secuencias FRT (cassette de resistencia). 
Además, contiene el gen bla, Ampr (Datsenko y Wanner, 2000). 
 
pCP20 Se ocupó para eliminar los cassette de resistencia a antibiótico, flanqueados por 
secuencias FRT. Posee el gen flp que codifica la recombinasa Flp, proteína que 
reconoce la secuencia de consenso FRT (Flipase Recombinase Target) que 
permite por un lado escindir el cassette de resistencia dejando una cicatriz FRT, 
mientras que, por otro, realizar posteriormente fusiones lac por recombinación 
sitio especifica. Contiene gen bla, que confiere resistencia a Ampicilina y el gen 
cat que confiere resistencia a Cloranfenicol (Datsenko y Wanner, 2000) 
  
pCE40 Fue usado para generar fusiones tranduccionales, debido a que no continiene RBS. 
Este plásmido de fusión lac posee un sitio FRT, que le permite ser integrado al 
genoma bacteriano por recombinación sitio especifica que es mediada por la 
recombinasa Flp. Posee los genes lacZ (β-galactosidasa) y lacY (permeasa), un 
terminador bidireccional his, el gen aph que codifica para una aminoglicósido 
fosfotransferasa, lo que confiere resistencia a Kanamicina y un sitio de origen de 




Tabla 2.2.3. Lista de partidores utilizados 
Nombre Secuencia 















Partidores intercambio alélico iraP 
H1+P1 (iraP)  GTTGTTGCTTAAGCTAGCCCAAAAAGAA 
H2+P2 (iraP) CAACTTTTTTACATATTGGCGCAGCAATT 
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Tabla 2.2.3. Lista de partidores utilizados (continuación) 
Nombre  Secuencia  
Partidores Fusión Traduccional rpoS  
Lac GACCATTTTCAATCCGCA 
Kan TTTCTAGAGCTGTTAAAAGGACA 
Partidores externos rpoS 
RpoS-C TGCCGATGCACATATTGAACTCAT 
PROM RpoS-N CTGCAGGCCTGGATTACCGGGAATGATTTCC 
Partidores intercambio alélico mviA 
H1+P1 MviA ACCATGCAACTATTGATTAAAGCCAG 
H2+P2 MviA AAAGGCCGGTAAAGCAATTTCCGCTC 
Partidores externos mviA 
MviA-N TTCTGCAGGAAATCATGACAACCTCC 
MviA-C TTCTGCAGCCTGGACTGTTCATGTAT 





2.3.1. Cultivo de cepas bacterianas. Las bacterias se cultivaron a 37 °C de forma aeróbica 
en medio liquido Luria-Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de 
sodio 5 g/L) amortiguado en buffer fosfato pH 7. Los cultivos en medio sólido se realizaron 
adicionando 15 g/L Agar-Agar. Las concentraciones finales de los antibióticos utilizados 




Los cultivos en medio mínimo se realizaron en medio M9 (10× equivale a Na2HPO4 60 g/L, 
KH2PO4 30 g/L, NH4Cl 10 g/L, NaCl 5 g/L), suplementado con glucosa 0,2% (como única 
fuente de carbono), cisteína (0,025 mg/mL), triptófano (0,025 mg/mL) y MgCl2 en bajas 
concentraciones (10 µM Mg2+) y altas concentraciones (10 mM Mg2+). El protocolo para 
realizar el cultivo de las cepas en medio mínimo para los experimentos de esta Tesis se 
denomina pulso y para ello se creció las cepas en LB tamponado a pH 7 hasta fase logarítmica 
(OD600 0.35), luego se sedimentaron a 3170 × g por 10 min y fueron lavadas 3 veces con 30 
mL de suero fisiológico (NaCl 0,9%). El sedimento se resuspendió en 10mL del medio de 
cultivo deseado y se cultivó 1 hora a 37 ºC en agitación. 
2.3.2. Cultivos líneas celulares de origen humano. La línea celular HT-29 fue mantenida 
diariamente en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) complementado con 
10% de suero fetal bovino (SFB) a 37 °C con 5% de CO2 en botellas de cultivo (Falcon®).  
Para los pasajes, se retiró el medio de cultivo de la botella, se hizo un lavado con 5 ml de 
PBS 1×, se agregó una solución de 2 ml de Tripsina y PBS1× (1:3), se incubo por 8 min. a 
37 °C con 5% de CO2, posteriormente se adicionó 2 ml de medio de cultivo (DMEM) y las 
células fueron traspasadas a un tubo Falcon® para ser centrifugadas a 430 ×g por 5 min. a 
temperatura ambiente. El sedimento se resuspendió en medio de cultivo y fue llevado a una 
botella de cultivo nueva.  
2.4. Técnicas bioquímicas y de biología molecular    
2.4.1. Amplificaciones de PCR. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador 
Eppendorf y se utilizó la enzima Taq DNA polymerase, recombinant. Las condiciones 
utilizadas para la amplificación fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalización (94°C 
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por 5 min.), 30 ciclos de amplificación (94 °C por 45 s; 58 °C por 45 s y 72 °C cuyo tiempo 
depende del tamaño del amplicón) y un ciclo de elongación final (72 °C por 10 min.) Los 
productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa tal y como se indica en el punto 2.4.2. 
2.4.2. Electroforesis en geles de agarosa. Los geles se prepararon usando agarosa a 
concentraciones entre 0,8% p/v y 1% p/v en buffer TAE. Las muestras para analizar se 
mezclaron con el volumen adecuado de buffer de carga 6× antes de ser cargada en el gel. La 
electroforesis se realizó a 100V constante y luego el gel se tiño por 5 min. Con una solución 
de bromuro de etidio (5 μg/ml). Las bandas de DNA se visualizaron y fotografiaron sobre un 
transiluminador UV.  
2.4.3. Extracción de RNA.  Se realizó la extracción a partir de tres tipos de cultivos: en LB 
tamponado a pH 7 hasta fase logarítmica (OD600 0.35), fase estacionaria (OD600 1.4) y 
posterior a un pulso de activación de acuerdo con lo descrito en el punto 2.3.1. Luego se 
centrifugó los 10 mL de cultivo bacteriano a 3170 ×g por 10 min. Se lavó el sedimento 3 
veces con 1 mL H2O sin nucleasas. Se resuspendió en 100 μL de lisozima (1 mg/ml en buffer 
TE) y se incubó 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregó 1 mL de TRIzol®, 
se incubó por 5 min en hielo y se agregó 200 μL de cloroformo, tras lo cual se incubó 
nuevamente en hielo durante 5 min. Luego, las muestras se centrifugaron a 9600 × g durante 
10 min y se rescató la fase acuosa. Para precipitar el RNA se agregó isopropanol y se incubó 
durante 30 min en hielo, tras lo cual se centrifugó a 9600 × g durante 10 min. El sedimento 
obtenido fue lavado una vez con etanol 100% frío y dejado secar para ser finalmente 
resuspendido en 50 μL de agua libre de nucleasas. 
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2.4.4. Tratamiento con DNAsa I.  La reacción se realizó sobre hielo mezclando 20 μL de 
RNA, 3μL de Buffer DNAsa I 10×, 3μL de DNAsa, 4 μL de H2O sin nucleasas. Se incubó a 
37 °C por 30 min y se detuvo la reacción adicionando 3 μL solución de Stop (EDTA 20 mM, 
pH 8,0) e incubando a 65 °C por 10 min. Posteriormente se dializó el RNA por 10 min en 
H2O sin nucleasas sobre un filtro Millipore de 0,025 μm, y luego se midió absorbancia a 
OD260 y OD280. 
2.4.5. Ensayo de transcripción reversa RT-PCR. La reacción se realizó en hielo mezclando: 
400 ng de RNA tratado con DNAsa y dializado, 1µL de Random Primer (Invitrogen), dNTPs 
0,2 mM y cantidad suficiente de H2O sin nucleasas para completar 10 μL. Se incubó a 65 °C 
por 5 min y se enfrió inmediatamente en hielo. Se agregó en hielo 4 μL de buffer 1st strand 5× 
y 2 μL de DTT 0.1 M y se incubó a 42 °C por 2 min. Se agregó 0,5 μL de transcriptasa reversa 
y se incubó a 42 °C por 50 min. Finalmente, se inactivó la reacción incubando a 70 °C por 15 
min. 
2.4.6. Amplificación de cDNA mediante PCR en tiempo real. La cuantificación de cada 
transcrito a estudiar se realizó empleando el Kit Brilliant SYBR Green y el sistema de 
detección Eco Real-Time PCR System (Illumina). Para esto se diluyó cada muestra de cDNA 
obtenido en el punto 2.4.5. (1:10) y luego se realizó la mezcla de reacción para el PCR en 
tiempo real de acuerdo con el siguiente protocolo: Master Mix 1×, partidor forward 120 nM, 
partidor reverse 120 nM, 1 μL cDNA y H2O sin nucleasas en cantidad suficiente para 
completar 10 μL.  
El programa de amplificación consistió en un ciclo de desnaturalización inicial (95 °C × 10 
min) seguido de 40 ciclos de amplificación a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s y 72 °C por 30 s 
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y un ciclo de elongación final (58 °C a 95 °C). La especificidad de la reacción se calculó a 
partir de la reconstrucción de curvas estándar a partir de las diluciones seriadas de los 
productos de RT-PCR correspondientes a cada gen analizado. Estos valores se emplearon 
para cuantificar las veces de cambio en la expresión de cada gen normalizado contra el 
transcrito correspondiente al gen 16S.  
2.4.7. Detección de proteína RpoS mediante Western blot. 
2.4.7.1. Extracción de proteínas totales.  Para los ensayos se cultivó las cepas STH2370 
rpoS::3×flag en LB tamponado a pH 7 hasta fase logarítmica (OD600 0.35), luego se realizó 
un pulso de activación de acuerdo con lo descrito en el punto 2.3.1. Posteriormente los 
cultivos fueron centrifugados a 3170 × g por 10 min, para separar el medio de cultivo del 
sedimento de bacterias. Los sedimentos se lavaron 3 veces con 1 mL de buffer Tris-HCl 100 
mM pH 8 y luego fueron sonicados durante 60 s sin pulso.  
2.4.7.2. Determinación de la concentración de proteínas. La concentración de proteínas 
se determinó mediante el kit Coomassie® Plus Protein Assay Reagent (Thermo Scientific) 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
2.4.7.3. Electroforesis SDS-PAGE de proteínas. Los geles de poliacrilamida se 
polimerizaron en una cámara BioRad. Para el gel resolutivo se mezcló 2.415 μL de solución 
de 30 % acrilamida total 0,8 % bisacrilamida, 1.320 μL de buffer Tris-HCl 1,5 M pH 8,8; 
52,5 μL de SDS 10 % 955 μL de H2O destilada, 150 μL de PSA y 7,5 μL de TEMED. Una 
vez polimerizada la mezcla del gel resolutivo, se cargó la mezcla del gel concentrador, la que 
se preparó mezclando 312 μL de solución 30% acrilamida total 0,8% bisacrilamida, 450 μL 
de amortiguador Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; 1.040 μL de H2O destilada, 50 μL de PSA y 3,75 
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μL de TEMED. La cámara de electroforesis se llenó con buffer de corrida (glicina 1,44 %, 
Tris 0,3 %, SDS 0,1%). En cada pocillo se cargó 100 μg de muestra (proteínas) mezclados 
con buffer de carga (Tris-HCl 187,5 mM pH 6,8; SDS 6 %, glicerol 30 %, azuL de 
bromofenol 0,03 %; β-mercaptoetanol 15 %). La electroforesis se realizó a 50 V constantes 
hasta que las muestras pasaron el gel concentrador, luego se amentó a 100 V constantes. 
2.4.7.4. Transferencia. fue realizada en una cámara OmniPAGE Blot Mini (Cleaver 
Scientific). Se armó el cassette de transferencia colocando la almohadilla (provista por el 
sistema de transferencia), 2 trozos de papel filtro, luego el gel, la membrana de nitrocelulosa 
de 0.45 µm, 2 papeles filtro y la segunda almohadilla. La transferencia se realizó con buffer 
de transferencia (glicina 1,44 %, Tris 0,3 % y metanol 20 % agregado al momento de usar) 
dentro de un refrigerados a 4 °C, por 2 horas a 300 mA constantes. 
2.4.7.5. Inmunodetección. La membrana fue bloqueada con 50 mL de una solución de leche 
descremada 5% en buffer TBS (25 mM Tris pH 8,0; 125 mM NaCl), por 1 hora a temperatura 
ambiente con agitación suave y constante. Luego se sometió a tres lavados de 5 min. con una 
solución de TBS-Tween 20 (25 mM Tris pH 8,0, 125 mM NaCl, Tween 20 al 0,05 %). 
Posteriormente, se cortó la membrana para incubar la parte inferior con el anticuerpo 
primario monoclonal ANTI-FLAG (diluido 1:5.000 con leche descremada 1% en TBS) y la 
parte superior con el anticuerpo primario monoclonal ANTI-HSP60 (diluido 1:10.000 con 
leche descremada 1% en TBS), que permite detectar Heat Shock Protein 60, utilizada como 
housekeeping. Esta incubación se realizó a 4 ºC toda la noche. Luego se sometió a tres 
lavados de 5 min con una solución de TBS-Tween 20, para luego incubar con anticuerpo 
secundario policlonal ANTI-IgG ligado a fosfatasa alcalina (diluido 1:10.000 en leche 
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descremada 1 % en TBS) a temperatura ambiente por 2 horas. La inmunoreactividad 
específica se detectó usando el sistema BCIP/NBT kit de Invitrogen®. 
2.4.8. Ensayos estabilidad de la proteína RpoS. Se cultivó las cepas en LB tamponado a 
pH 7 hasta fase logarítmica (OD600 0.35), luego se realizó un pulso de activación de acuerdo 
con lo descrito en el punto 2.3.1. Posteriormente se hizo un tratamiento con tetraciclina (Tet) 
a una concentración final de 100 µg/mL, que consistió en agregar 10 µL del antibiótico a los 
cultivos y llevar a incubación a 37 °C con agitación, para finalmente extraer proteínas totales 
a distintos tiempos 0, 5, 10 y 20 min.  para realizar posteriormente un Western blot de la 
forma expuesta en el punto 2.4.7. 
2.4.9 Ensayos de actividad β-galactosidasa. Se cultivó las cepas STH2370 rpoS::lacZ en 
LB tamponado a pH 7 hasta fase logarítmica (OD600 0.35), luego se realizó un pulso de 
activación de acuerdo a lo descrito en el punto 2.3.1. Se tomó una muestra de cultivo de 100 
µL y se adicionó 900 µL de buffer Z, 10 µL de SDS (0,1% p/v) y 10 µL cloroformo, se agitó 
en un vórtex, para luego incubar a 30 °C por 10min. Posteriormente se agregó 200 µL de 
ONPG (4 mg/mL) y se dejó a 30 °C hasta ver coloración amarilla, tomando la precaución de 
cronometrar el tiempo que tardó. Finalmente se detuvo la reacción agregando 500 µL de una 
solución de carbonato de sodio (1 M) y se midió la absorbancia a OD420 y OD550. 
2.5. Ensayos de supervivencia a H2O2. Se cultivó las cepas en LB tamponado a pH 7 hasta 
fase logarítmica (OD600 0.35), luego se realizó un pulso de activación de acuerdo con lo 
descrito en el punto 2.3.1. Posterior a la incubación, se tomó de los 10 mL de cultivo 
bacteriano 100 µL y se inoculó 10 mL del mismo medio utilizado, es decir, se diluyó 100 
veces. Luego se agregó la cantidad necesaria para tener una concentración final de 3 mM de 
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H2O2. Se realizaron mediciones de supervivencia tomando alícuotas de este cultivo a tiempo 
0 (sin H2O2), 5, 10, 20 y 30 mín. (con H2O2). Cada alícuota fue diluida 6 veces 1:10 en PBS 
1×. Cada una de estas diluciones fue plaqueada en gotitas de 5 µL en placas LB por 
cuadruplicado y cultivadas a 37 ºC por toda la noche. El número de bacterias se obtuvo 
contando unidades formadoras de colonias. El porcentaje de supervivencia se calculó 
dividiendo el número de bacterias/mL en el tiempo “x” por el número de bacterias/mL en el 
tiempo cero y todo eso se multiplicó por 100.  
2.6 Análisis bioinformáticos. Los análisis fueron realizados con el programa Align X de 
Vector NTI® Suite 10 (Invitrogen), utilizando la secuencia de la cepa trabajo S. Typhi 
STH2370 y las cepas secuenciadas disponibles en la base de datos de Genbank. 
2.7 Generación de cepas mutantes 
2.7.1 Generación de mutantes simples. Con el fin de generar las cepas mutantes 
STH2370ΔrpoS7::Kan, STH2370ΔrpoS742::Kan, STH2370ΔmviA::Cam, 
STM14028sΔiraP::Cam y Ty2ΔiraP::Cam, se tomó una colonia de la cepa silvestre 
STH2370, STM14028s o Ty2 respectivamente y cada una por separado se incubó en 2 mL 
de medio LB durante toda la noche. De este cultivo se tomaron 100 µL que se inóculo en 30 
mL de medio LB hasta alcanzar un crecimiento O.D600 0.4. Se realizó 3 lavados con 30 ml 
de agua destilada estéril fría a 3170 × g por 10 min a 4 °C y 3 lavados con 1 ml de agua 
destilada estéril fría a 10000×g por 3 min. a 4 °C, posteriormente el sedimento bacteriano fue 
resuspendido en 100 µL de agua destilada estéril fría. De estos 100 µL se tomó 20 µL para 
un control (sin transformar) y se llevó a un tubo de ensayo con 1 mL de medio LB, a los 
80µL restantes se le agregó 1 µL de plásmido pKD46 y se electroporó (MicroPulser, Bio-
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Rad) en una cubeta fría (Gene Pulser, Bio-Rad), después se recuperó y se llevó a un tubo con 
1 ml de LB. Ambos tubos se incubaron por 1 hora a 30 °C con agitación. Luego se sembró 
el control (cepa sin transformar), diluido y concentrado de la cepa transformadas en agar LB 
con ampicilina. De las colonias resultantes, se dejó crecer una colonia en 2 ml de medio LB 
con 2 µl Ampicilina a 30°C con agitación durante la noche. De este cultivo se tomaron 100µL 
que se inoculó en 30 mL de medio LB, pero esta vez se adicionó 30 µL de ampicilina y 
500µL de L-arabinosa (0,1M) hasta alcanzar un crecimiento O.D600 0.4. Posteriormente se 
realizaron lavados como los descritos anteriormente, pero esta vez se electroporó con 25 µl 
de un fragmento de DNA lineal dializado, amplificado mediante PCR a partir del plásmido 
pKD3, pKD4 o pKD13 (Tabla 2.2.2) utilizando los partidores correspondientes (Tabla 2.2.3). 
Inmediatamente se recuperó las bacterias transformadas en 1 mL de caldo LB sin antibiótico, 
y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, sembró el control (sin transformar), 
diluido y concentrado, en placas de agar LB-Kanamicina, para productos de PCR en los que 
se utilizó como templado pKD4 o de pKD13 y LB-Cloranfenicol, para los que se utilizó 
pKD3 y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Las colonias resultantes se picaron y se 
crecieron en forma de estrías para realizar un PCR comprobatorio de la incorporación del 
cassette de resistencia y de la deleción de la secuencia deseada. 
2.7.2 Comprobación de cepas mutantes.  Las cepas mutantes se confirmaron por la 
amplificación del cassette génico mediante PCR utilizando partidores externos (diseñados 
para hibridar río arriba y río bajo de gen blanco), partidores propios del cassette (los mismos 
utilizados para hacer el producto de PCR para la mutagénesis) y una combinación entre estos 
(Tabla 2.2.3). Posterior a la confirmación genética se aislaron 3 clones en placas de agar LB 
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suplementado con el antibiótico correspondiente y se incubó a temperaturas restrictivas para 
la replicación del plásmido pKD46 (Tabla 2.2.2), con el objetivo de eliminarlo y de esta 
forma evitar recombinaciones inespecíficas. Para comprobar su eliminación se realizó un 
screening.  
Por otro lado, en algunos casos se realizó ensayos fenotípicos respaldados por la literatura 
para comprobar la mutagénesis y discriminar los clones con fenotipo distinto (por ejemplo, 
prueba de catalasa o curvas de crecimiento).  
2.7.3 Eliminación de cassette de resistencia flanqueado por secuencia FRT.  
Con el objetivo de eliminar el cassete de resistencia de las cepas mutantes, para evitar efectos 
polares, se efectuó recombinación sitio-específica ocupando la recombinasa Flp. Las cepas 
se transformaron con el plásmido pCP20 (Tabla 2.2.2). El proceso de transformación se 
realizó de la misma forma que lo descrito en el punto 2.7.1. Para comprobar la pérdida del 
cassette de resistencia y la presencia del plásmido pCP20, se hizo en primer lugar un 
screening con las colonias resultantes de la transformación. Posteriormente, se comprobó 
genotípicamente la pérdida del cassette mediante PCR comprobatorio utilizando los 
partidores externos correspondientes (Tabla 2.2.3). Finalmente, las colonias seleccionadas y 
aisladas se incubaron a temperaturas restrictivas para la replicación del plásmido pCP20 
(Tabla 2.2.2) similar a lo realizado en el punto 2.7.2. para la eliminación del plásmido 
pKD46.  
2.7.4 Construcción de fusiones rpoS::lacZ: Se utilizó la metodología para la realización de 
fusiones traduccionales (Ellermeier y cols. , 2002). Para ello se utilizó la cepa 
STH2370ΔrpoS742::FRT que conservaba el plásmido pCP20 y se transformó con el plásmido 
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pCE40 (Tabla 2.2.2). El proceso de transformación se realizó de acuerdo con lo descrito en 
el punto 2.7.1. Para una fácil selección de las colonias se utilizaron placas de agar LB 
suplementado con kanamicina y x-gal a una concentración final 40 μg/mL. Finalmente se 
comprobó genotípicamente la integración del plásmido pCE40 en el genoma, realizando un 
PCR comprobatorio con una combinación entre los partidores externos de rpoS y los 
partidores divergentes Lac y Kan (Tabla 2.2.3).  
2.7.5 Dobles mutantes. Para construir las dobles mutantes se transformó primero la cepa 
receptora, por ejemplo, STH2370ΔrpoS7::lacZ con el plásmido pKD46, luego se transformó 
de acuerdo a lo mencionado en el punto 2.7.1 con producto de PCR obtenido al utilizar como 
templado el DNA genómico de la cepa dadora, por ejemplo STH2370Δmvia::Cam y los 
partidores externos correspondientes (Tabla 2.2.3). Esta variante fue realizada con el objetivo 
de aumentar las secuencias de homología y promover la recombinación sitio especifica 
requerida y evitar un segundo evento de recombinación en el mismo sitio.  
2.8 Complementación en cis del gen iraP, construcción de la cepa heteróloga 
STH2370ΔadrA::iraPSTM-Cam.  
2.8.1 Construcción cepa dadora. Para ello se realizó una marca genética en la cepa de S. 
Typhimurium STM14028s que consistió en hacer una mutagénesis de acuerdo con lo descrito 
en el punto 2.7.1 en el gen psiF, que se encuentra inmediatamente río abajo del gen iraP, 
integrando así un cassette de resistencia contiguo a iraP. Para ello se diseñaron los partidores 
H1+P1 (STM0453) y H2+P2 (psiF) (Tabla 2.2.3) y se utilizó como templado el plásmido 
pKD3, de tal forma que la marca de selección es el gen cat, que confiere resistencia a 
cloranfenicol.  La comprobación genotípica se realizó mediante un PCR comprobatorio en el 
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que se utilizaron los partidores externos H1(STH2373)+P1(iraP-N) y 
H2(STH2373)+P2(iraP-C) (Tabla 2.2.3) y una combinación entre estos y los utilizados para 
hacer el producto de PCR con el que se transformó (Tabla 2.2.3). 
2.8.2 Construcción cepa receptora. En este caso se realizó una marca genética en la cepa 
de S. Typhi STH2370, que consistió en hacer una mutagénesis de acuerdo con lo descrito en 
el punto 2.7.1 en el gen trunco ’adrA, ya que este es parte del contexto genético en el que 
debería estar el gen iraP. Para ello se diseñaron partidores H1+P1 (adrA) y H2+P2 (adrA) 
(Tabla 2.2.3) y se utilizó como templado el plásmido pKD4, de tal forma que la marca de 
selección es el gen aph, que confiere resistencia a kanamicina. 
La comprobación genotípica se realizó mediante un PCR comprobatorio en el que se 
utilizaron los partidores externos ISLA-iraP-D e ISLA-iraP-R (Tabla 2.2.3) y una 
combinación entre estos y los utilizados para hacer el producto de PCR con el que se 
transformó (Tabla 2.2.3). 
2.8.3 Construcción cepa heteróloga en cis. Para ello, se extrajo DNA genómico de la cepa 
dadora STM14028s ΔpsiF::Cam y se amplificó mediante PCR con partidores externos 
H1(STH2373)+P1(iraP-N) y H2(STH2373)+P2(iraP-C) (Tabla 2.2.3), que generan un 
producto de amplificación que abarca el promotor del gen, más el marco abierto de lectura y 
el cassette de resistencia Cam aledaño al gen iraP. Este producto amplificado posee regiones 
de homología con S. Typhi en las regiones terminales 5’ y 3’, el cual se utiliza para 
transformar la cepa receptora STH2370 ΔadrA::kan/pKD46 mediante el mismo protocolo 
expuesto en el punto 2.7.1. La correcta recombinación del producto de PCR se seleccionó en 
placas de agar LB-Cam, y posteriormente se realizó un screening de sensibilidad a 
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Kanamicna. Las cepas resultantes CamR -KanS fueron comprobadas mediante PCR con 
partidores externos ISLA-iraP-D e ISLA-iraP-R (Tabla 2.2.3) y una combinación entre estos 
y los utilizados para hacer el producto de PCR con el que se transformó (Tabla 2.2.3). 
2.9. Ensayos de infección a líneas celulares de origen humano.   
Las cepas en estudio fueron evaluadas en ensayos celulares de protección a gentamicina in 
vitro usando la línea de células de carcinoma de colon HT-29. Para experimentos con esta 
línea celular, se utilizaron placas de ELISA de 96 pocillos (Falcon®), sembradas con una 
densidad de 5×105 células por pocillo, con confluencias entre 70-90% y usadas dentro de 24 
horas para la infección con cultivos bacterianos.  
2.9.1 Infección. Se sembró 100 μL de cada bacteria en 3 mL de medio LB pH 7 en 
condiciones de microaerofilia. Se incubó a 37 ºC sin agitación hasta OD600 0.2. 
Posteriormente, se centrifugó 200 μL de cultivo bacteriano durante 5 min a 18000×g, se 
descartó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 1 mL de medio DMEM 
suplementado con suero fetal bovino (10%). En paralelo se verifico que los pocillos se 
encontraran similares mediante la observación en microscopio invertido de la placa de 
ELISA, luego se realizaron 4 lavados de las células con 100 μL de PBS 1×, para finalmente 
mezclar 100 μL de bacterias recién suspendidas (MOI 100:1) con las células adheridas a 
pocillos de ELISA. La placa se incubó a 37 ºC con 5% de CO2 durante 1 hora.  
Para determinar el input inicial de las bacterias utilizadas para la infección, se hicieron 6 
diluciones 1:10 en PBS 1× y cada una de estas diluciones fue sembrada en gotitas de 5 µL 
en placas agar LB por sextuplicado y fueron cultivadas a 37 ºC por toda la noche. El número 
de bacterias se obtuvo contando unidades formadoras de colonias.   
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Al pasar 1 hora de incubación, se retiró el medio de los pocillos y se hizo 4 lavados con 100 
μL de PBS 1×, luego se agregó 100 μL de medio DMEM suplementado con suero fetal 
bovino (10%) y con el antibiótico gentamicina (Gen), cuya concentración final es igual a 
200μg/mL. La placa se incubó a 37 ºC con 5% de CO2 durante 2 horas. 
2.9.2 Ensayo de 3 horas post infección (Invasión). Luego de la incubación por 2 horas 
comentada en el punto anterior (2.9.1) se hizo 4 lavados con 100 μL de PBS 1×, se retiró el 
PBS y se adicionó una solución de 100 μL desoxicolato 0,5% en PBS 1× y se esperó 30 s  
para lisar las células. Luego de estos 100 μL se tomaron 5 μL que fueron sembrados 
directamente sin diluir en placas de agar LB por sextuplicado y de lo restante se hicieron 5 
diluciones 1:10 en PBS 1× y cada una de estas diluciones fue sembrada en gotitas de 5 µL 
en placas agar LB por sextuplicado. Finalmente se cultivó a 37 ºC durante la noche. El 
número de bacterias se obtuvo contando unidades formadoras de colonias. 
2.9.3 Ensayo de 24 horas post infección (Proliferación). Luego de la incubación por 2 
horas comentada en el punto 2.9.1 se hizo 4 lavados con 100 μL de PBS 1× se agregó 100 
μL de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10%) y con el antibiótico 
gentamicina (Gen), cuya concentración final es igual a 50 μg/mL. La placa se incubó a 37 ºC 
con 5% de CO2 por 24 horas. Posterior a la incubación se retiró el PBS y se adicionó una 
solución de 100 μL desoxicolato 0,5% en PBS 1× y se esperó 30 s para lisar las células, de 
igual forma que en el punto 2.9.2. Luego de estos 100 μL se tomaron 5 μL que fueron 
sembrados directamente sin diluir en placas de agar LB por sextuplicado y de lo restante se 
hicieron 5 diluciones 1:10 en PBS 1× y cada una de estas diluciones fue sembrada en gotitas 
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de 5 µL en placas agar LB por sextuplicado. Finalmente se cultivó a 37 ºC durante la noche 
y el número de bacterias se obtuvo contando unidades formadoras de colonias.  
2.9.4 Cuantificación de bacterias. Se contaron las unidades formadoras de colonias y 
tomando como un 100% el recuento inicial, se les calculó los porcentajes de invasión (3 horas 
postinfección) y de proliferación (24 horas postinfección). 
2.10 Pruebas estadísticas.  
Para realizar el análisis estadístico se llevó a cabo la Prueba de T en el software Microsoft 















3.1.1. Complementación en cis del gen iraP en la cepa de S. Typhi STH2370 
Con el fin de determinar si la ausencia del gen iraP en S. Typhi está involucrado en las 
diferencias en la acumulación de RpoS observadas entre este serovar y S. Typhimurium, 
realizamos ensayos preliminares, complementando S. Typhi con un plásmido de clonamiento 
(pCR TOPO TA®), que contenía el gen iraP proveniente de S. Typhimurium (es decir, pT-
IRAP). Sin embargo, los resultados obtenidos con dicho plásmido no eran reproducibles y 
los datos presentaban grandes dispersiones, probablemente debido al dosaje génico del 
plásmido vehículo (alto número de copias). Por lo tanto, decidimos utilizar una estrategia 
distinta para incorporar el gen iraP de S. Typhimurium en S. Typhi, en una única copia 
situada en su contexto genético. Esta estrategia que ha sido desarrollada y utilizada en nuestro 
laboratorio (Valenzuela y cols. , 2015, Ortega y cols. , 2016) consiste en tres pasos: Generar 
una cepa dadora, una cepa receptora y una cepa heteróloga en cis. 
3.1.1.1. Generación de la cepa dadora STM14028s ∆psiF::cam (Figura 4A). Para ello se 
remplazó la región 3’UTR del gen iraP, por un cassette de resistencia a cloranfenicol, 
mediante el método de intercambio alélico (Datsenko y Wanner, 2000). Como se aprecia en 
la Figura 6, la confirmación genotípica de la cepa dadora por PCR generó un producto de 
amplificación de alrededor de 1497 pb (carril 3) con partidores H1(STH2373)+P1(iraP-N) y 
H2(STH2373)+P2(iraP-C). La cepa silvestre STM14028s (carril 2) generó un producto de 




Figura 4: Complementación en cis del gen iraP en la cepa de S. Typhi STH2370. Esquema de la 
estrategia utilizada para la obtención de la cepa heteróloga en cis STH2370 ∆adrA::iraPSTM-Cam. A) 
Construcción de la cepa dadora STM14028s ∆psiF::cam. Corresponde a S. Typhimurium 
STM14028s que contiene el gen iraP, al cual se agregó adyacente una marca genética, un cassette de 
resistencia a cloranfenicol integrado mediante la técnica de intercambio alélico B) Construcción de 
la cepa receptora STH2370 ∆adrA::kan. Corresponde a S. Typhi STH2370 con una marca genética 
en el gen ’adrA, un cassette de resistencia a kanamicina integrado mediante la técnica de intercambio 
alélico. C)Construcción de la cepa heteróloga en cis STH2370 ∆adrA::iraPSTM-Cam. Para ello se 
extrajó DNA genómico de la cepa dadora y se utilizó como templado para generar un producto de 
PCR. Los Partidores utilizados para esta amplificación contienen sitios de homología con la marca 
genética hecha en gen ’adrA (H1 y H2) en S. Typhi de esta forma se puede realizar el intercambio 
alélico e integrar iraP. Para obtener esta cepa complementada sin el cassette de resistencia, se 





3.1.1.2. Generación de la cepa receptora STH2370 ∆adrA::kan (Figura 4B).  
Para incorporar el gen iraP en su contexto genético original, observamos que el gen ’adrA, 
un gen flanqueante a la isla genómica en la que se encontraba iraP (Figura 3), perdió los 
primeros 540pb del extremo amino terminal en S. Typhi (Figura 5). Este gen posee 1113pb 
en S. Typhimurium, lo que nos sugiere que es un pseudogén (es decir, no ejerce función). Por 
estas razones, decidimos utilizar la versión trunca de ’adrA de S. Typhi para incluir el gen 
iraP de S. Typhimurium.  
La cepa receptora fue generada mediante el método de intercambio alélico por producto de 
PCR (Datsenko y Wanner, 2000) delecionando el marco de lectura del gen ’adrA en S. Typhi. 
Como se aprecia en la Figura 6, la confirmación genotípica de la cepa receptora por PCR 
genera un producto de amplificación de alrededor de 2991pb (carril 3) con partidores ISLA-
iraP-D e ISLA-iraP-R, mientras que para la cepa silvestre STH2370 (carril 2), genera un 
producto de PCR de alrededor de 2000pb (Figura 6B).  
 
Figura 5: Comparación del gen adrA entre los serovares S. Typhi y S. Typhimurium. (A) 
Alineamiento nucleotídico entre adrA de S. Typhi STH2370 (adrASTy) y adrA de S. Typhimurium 




3.1.1.3. Generación cepa heteróloga en cis STH2370 ∆adrA::iraPSTM-Cam (Figura 4C). 
La complementación en cis del gen iraP se realizó mediante una modificación de la técnica 
de retrocruce (Toro y cols., 1998). Para ello se extrajo DNA genómico de la cepa dadora 
STM14028s ∆psiF::cam, se amplificó mediante el uso de partidores externos al sitio en que 
se realizó en intercambio alélico, siendo el partidor forward H1(STH2373)+P1(iraP-N) y el 
partidor reverse H2(STH2373)+P2(iraP-C). El producto de PCR resultante posee en sus 
extremos regiones de homología con la marca genética hecha en el gen ’adrA de S. Typhi, 
contiene el promotor del gen iraP, el marco abierto de lectura y el cassette de resistencia a 
cloranfenicol en la región 3’UTR de iraP. Este producto se transformó sobre la cepa 
receptora. La correcta incorporación del gen iraP con su marca genética se seleccionó en 
placas de agar LB cloranfenicol y posteriormente se realizó un screening de sensibilidad a 
kanamicina. Como se aprecia en la Figura 6, las cepas resultantes CamR y KanS fueron 
comprobadas mediante PCR con partidores externos ISLA-iraP-D e ISLA-iraP-R, donde el 
producto de amplificación corresponde aproximadamente a 3089pb, en contraste con la cepa 
silvetre STH2370 cuyo amplicón tiene un tamaño aproximado de 2000pb.    
3.1.2 Expresión del gen iraP evaluado mediante RT-PCR en tiempo real 
Posterior a la construcción de la cepa heteróloga y su comprobación genotípica, se realizaron 
experimentos de RT-PCR en tiempo real para verificar que la cepa STH2370 
∆adrA::iraPSTM-Cam transcribe correctamente el gen iraP. Para ello se extrajo RNA en dos 
estadios, en fase exponencial y fase estacionaria, ya que en estudios previos se ha reportado 
que en E. coli en fase estacionaria aumenta la transcripción del gen iraP (Bougdour y cols. , 
2006). Por otro lado, también quisimos evaluar los niveles de transcrito de iraP durante el 
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crecimiento en medio mínimo en bajas concentraciones de Mg2+, debido a que en S. 
Typhimurium esta condición activaría la transcripción de iraP (Tu y cols. , 2006). Se puede 
observar en la Figura 7 que el gen iraP se expresa en la cepa heteróloga STH2370 
∆adrA::iraPSTM-Cam, no así en la cepa silvestre, lo que es concordante con el análisis 
bioinformático (Figura 3). El gen iraP se transcribe en todas las condiciones evaluadas. Sin 
embargo, no se observaron cambios en la expresión de iraP al crecer en altas o bajas 
concentraciones de Mg2+ (Figura 7C y 7D). Por lo tanto, podemos concluir que iraP se 




Figura 6: Confirmación genotípica de la generación de la cepa heteróloga 
STH2370∆adrA::iraPSTM-Cam. A) PCR comprobatorio realizado para la construcción de la cepa 
dadora STM14028s∆psiF::Cam. En el carril 2 y 3 se observa los productos de PCR obtenidos al 
utilizar los partidores externos H1(STH2373)+P1(iraP-N) y H2(STH2373)+P2(iraP-C).  El tamaño 
esperado para el amplicón de la cepa construida corresponde a 1497pb. En el carril 3 y 4 se utilizaron 
los partidores H1P1+H2P2. B) PCR comprobatorio realizado para la construcción de la cepa 
receptora STH2370∆adrA::kan. En el carril 2 y 3 se observa los productos de PCR obtenidos al 
utilizar los partidores externos ISLA-iraP-D e ISLA-iraP-R. El tamaño esperado para el amplicón de 
la cepa construida corresponde a 2991pb. En el carril 3 y 4 se utilizaron los partidores H1P1+H2P2. 
C) PCR comprobatorio realizado para la construcción de la cepa heteróloga 
STH2370∆adrA::iraPSTM-Cam. En el carril 2 y 3 se observa los productos de PCR obtenidos al 
utilizar los partidores externos ISLA-iraP-D e ISLA-iraP-R. El tamaño esperado para el amplicon de 
la cepa construida corresponde a 3089pb.  En el carril 4, 5 y 6 se utilizaron los partidores 






Figura 7: Transcripción del gen iraP la cepa heteróloga STH2370∆adrA::iraPSTM-Cam. A) 
Ensayo de RT-PCR en tiempo real para determinar los niveles de transcrito de iraP durante la fase 
de crecimiento exponencial. B) Ensayo de RT-PCR en tiempo real para determinar los niveles de 
transcrito de iraP durante la fase de crecimiento estacionario. C) Ensayo de RT-PCR en tiempo real 
para determinar los niveles de transcrito de iraP durante el crecimiento en medio mínimo M9 en altas 
concentraciones de Mg2+ (10 mM Mg2+) y en bajas concentraciones de Mg2+ (10 µm Mg2+). Las barras 
muestran la expresión relativa de iraP usando como normalizador el gen 16S. Gráfico representativo 
de un n=3.  
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3.1.3 La presencia del gen iraP cambia la acumulación de la proteína RpoS. 
Con el fin de evaluar si la presencia del gen iraP cambia la acumulación de RpoS en S. Typhi 
durante el crecimiento en medio mínimo en altas y bajas concentraciones de Mg2+, lo que 
podría explicar las diferencias observadas en la regulación de RpoS vía el sistema PhoP/PhoQ 
en estas condiciones, se utilizó la cepa STH2370 ΔrpoS::3×flag (parental) y se construyó la 
cepa STH2370 ΔrpoS::3×flag Δ adrA::iraPSTM-Cam (+IraP). Estas cepas se crecieron el LB 
pH7 hasta OD600 0.35, luego se realizó un pulso de activación en medio mínimo en alto y 
bajo Mg2+, se extrajo proteínas totales y se hizo un Western blot. De esta forma se determinó 
la acumulación de la proteína RpoS. Como se observa en la Figura 8, en altas concentraciones 
de Mg2+, no cambia la acumulación de la proteína RpoS al integrar iraP (Figura 8A). Por el 
contrario, se puede apreciar un aumento en la acumulación de RpoS en la cepa heteróloga 
con relación a la cepa parental en condiciones de bajo Mg2+ (Figura 8B). Por lo tanto, la 
presencia de iraP aumenta la acumulación de RpoS en crecimiento en medio mínimo en bajas 
concentraciones de Mg2+. 
  
3.1.4 Nivel de regulación al que afecta iraP en la acumulación de RpoS en S. Typhi  
Para determinar a que nivel de regulación afecta iraP en la acumulación de RpoS en S. Typhi 
STH2370 se utilizó una fusión transcripcional y se realizó una fusión traduccional 
rpoSTRAD::LacZ. Las fusiones traduccionales pueden reflejar variaciones a distintos niveles 
de regulación, incluyendo la proteólisis de RpoS. Para lograr pesquisar los cambios a este 
nivel es necesario que la construcción conserve el sitio de unión a la proteína MviA, que 
corresponde a la lisina-173  (Zhou y cols. , 2001b). Recordemos que MviA, es una proteína 
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adaptadora que participa en la proteólisis dirigiendo RpoS a la proteasa ClpXP. Considerando 
lo anterior, la fusión traduccional fue construida integrando el reportero a partir del 
nucleótido 742. De esta forma, se conservó en esta región las secuencias que codifican para 
aminoácidos de gran relevancia en los mecanismos de proteólisis como el sitio de unión para 
MviA y sitios de reconocimiento N - terminal de ClpX (Studemann y cols., 2003, Muffler y 
cols., 1996a) (Figura 9B). La fusión transcripcional utilizada, contiene el reportero a partir 
del nucleótido 7 y nos permitió estudiar la actividad del promotor de RpoS y evaluar 






Figura 8. La presencia del gen iraP cambia la acumulación de RpoS en S. Typhi STH2370.  Las 
cepas estudiadas se evaluaron en medio mínimo M9 en distintas concentraciones de Mg2+. A) 
Acumulación de RpoS evaluada en medio mínimo M9 altas concentraciones de Mg2+ (10 mM Mg2+). 
Las cepas utilizadas son S. Typhi STH2370ΔrpoS::3×flag (parental) y S. Typhi STH2370ΔrpoS:: 
3×flag ΔadrA::iraPSTM-Cam (+IraP) . B) Acumulación de RpoS evaluada en medio mínimo M9 en 
bajas concentraciones de Mg2+ (10 μm Mg2+). Las cepas utilizadas son S. Typhi 
STH2370ΔrpoS::3×flag (parental) y S. Typhi STH2370ΔrpoS::3×flag Δ adrA::iraPSTM-Cam 
(+IraP). Western blot representativo de un n=3.  
 
Para la construcción de la fusión traduccional primero se incorporó una marca genética a 
partir del nucleótido 742 del marco de lectura abierto de rpoS, mediante la técnica de 
intercambio alélico (Datsenko y Wanner, 2000). 
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Figura 9: Representación de la construcción de la fusión traduccional STH2370∆rpoS742::lacZ. 
A) Fusión transcripcional. Se muestra la incorporación del reportero lacZ a partir del nucleótido 7 del 
marco de lectura abierto del gen rpoS. B) Fusión traduccional. Se muestra la incorporación del 
reportero lacZ a partir del nucleótido 742, procurando de esa forma conservar el sitio de unión a la 
proteína MviA para evaluar variaciones a distintos niveles de regulación, incluyendo la proteólisis de 
RpoS. La estrategia utilizada para realizar las fusiones contempla la integración completa del 
plásmido que contiene el gen reportero (Ellermeier y cols. , 2002).   
 
Como se aprecia en la Figura 10A, en la comprobación genotípica de la incorporación de la 
marca genética (cassette de resistencia a kanamicina), al utilizar partidores externos RPOS-
NP y RPOS-C obtuvimos un amplicón de aproximadamente 3200 pb en comparación con la 
cepa silvestre cuyo tamaño fue alrededor de 2057 pb. Las cepas con la marca genética, fueron 
transformadas con el plásmido pCP20, que permitió escindir el cassette de resistencia a 
kanamicina y dejar una cicatriz FRT (Figura 10B), sitio en el que luego se incorpora el 
reportero mediante la metodología propuesta para realizar fusiones lacZ a partir de 
intercambio alélico (Ellermeier y cols. , 2002). En el PCR comprobatorio realizado para las 
cepas con cicatriz FRT, en que se utilizó partidores RPOS-NP y RPOS-C los productos de 
PCR obtenidos tenían un tamaño de aproximadamente 351 pb. Finalmente se transformó con 
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el plásmido pCE40 (Figura 10C) y su incorporación se comprobó mediante PCR, 
obteniéndose para la cepa construida un producto de alrededor de 1253 pb al utilizar el juego 
de partidores RPOS-C y Kan y al utilizar los partidores RpoS-NP y Lac el producto de PCR 
fue de aproximadamente 2745 pb. Por otra parte, no se observó un producto de amplificación 
al utilizar la combinación de los partidores Kan y Lac, por lo que se puede concluir que se 
integró en una única copia en el genoma.  
 
 
Figura 10: Confirmación genotípica de la generación de la fusión traduccional. A) PCR 
comprobatorio realizado para la construcción de la cepa STH2370∆rpoS742::kan. Se observa los 
productos de PCR obtenidos al utilizar los partidores externos RPOS-NP y RPOS-C. El tamaño 
esperado para el amplicón de la cepa construida corresponde a 3200 pb. B) PCR comprobatorio 
realizado para la cepa STH2370∆rpoS742::FRT. Se observa los productos de PCR obtenidos al utilizar 
los partidores externos RPOS-NP y RPOS-C. El tamaño esperado para el amplicón de la cepa 
construida corresponde a 351 pb. C) PCR comprobatorio realizado para la construcción de la fusión 
traduccional STH2370∆rpoS742::lacZ. En el carril 2 se encuentra el amplicón obtenido para la cepa 
STH2370 WT con partidores externos RPOS-NP y RPOS-C, carril 3, 4 y 5 corresponde a los 
productos obtenidos para la cepa construida con partidores RPOS-C+Kan, partidores Lac+RPOS-NP 
y Lac+Kan respectivamente. Los tamaños esperados correspondientes son 2057 pb, 1253 pb y 2745 
pb respectivamente.  
 
Antes de utilizar la cepa STH2370∆rpoS742::lacZ construida, se validó fenotípicamente. Para 
ello se construyeron dos cepas dobles mutante, STH2370∆rpoS742::lacZ-∆mviA::cam y 
48 
 
STH2370∆rpoS7::lacZ-∆mviA::cam. Se crecieron estas cepas junto a las cepas parentales en 
LB pH7 hasta OD600 0.35, se hizo un pulso en medio mínimo M9 en alto y bajo Mg
2+ y se 




Figura 11: Comprobación fenotípica de la correcta construcción de la fusión traduccional 
STH2370∆rpoS742::lacZ. Ensayo de actividad β-galactosidasa realizado para validar las fusiones 
construidas. Las cepas utilizadas se crecieron en LB pH7 hasta OD600 0.35 y se realizó un pulso de 
una hora en condición activadora, medio mínimo M9 en altas y bajas concentraciones de Mg2+. Las 
barras grises representan la fusión transcripcional, en la que no se detectan cambios por efecto de la 
deleción del gen mviA. Las barras blancas representan la fusión traduccional en la que se observa que 
la acumulación de RpoS se ve incrementada por efecto de la deleción de mviA y la condición de 
crecimiento. *p≤0,05 en test de t. 
 
Como se muestra en la Figura 11, la actividad β-galactosidasa de la fusión transcripcional se 
mantiene en ambas condiciones de crecimiento y no se observaron cambios asociados a la 
deleción del gen mviA. Por el contrario, la actividad β-galactosidasa de la fusión traduccional 
se incrementó significativamente al delecionar el gen mviA y este efecto fue más pronunciado 
durante el crecimiento en bajas concentraciones de Mg2+. Por lo tanto, dado que la actividad 
49 
 
transcripcional de RpoS se mantuvo y que la acumulación de RpoS se incrementó se 
concluyó que los efectos en la deleción del gen mviA son pesquisables a nivel post-
transcripcional y que la fusión traduccional construida fue capaz de detectar estos cambios 
en la regulación de RpoS incluso a nivel de la proteólisis.  
 
 
Figura 12: La presencia del gen iraP genera cambios a nivel post-transcripcional en la 
acumulación de RpoS. Ensayo de actividad β-galactosidasa. Las cepas utilizadas se crecieron en LB 
pH7 hasta OD600 0.35 y se realizó un pulso de una hora en condición activadora, medio mínimo M9 
en altas y bajas concentraciones de Mg2+. Las barras grises representan la fusión transcripcional, en 
la que no se detectan cambios por efecto de la incorporación del gen iraP. Las barras blancas 
representan la fusión traduccional en la que se observa que el incremento en acumulación de RpoS 
por la incorporación del gen iraP, es pesquisado por la fusión traduccional, solo durante el 
crecimiento en bajas concentraciones de Mg2+. *p≤0,05 en test de t. 
 
Una vez validada la fusión traduccional, se construyeron las cepas doble mutante 
∆rpoS742::LacZ ∆adrA::iraPSTM-cam y ∆rpoS7::LacZ ∆adrA::iraPSTM-cam. Se crecieron 
estas cepas junto a las cepas parentales en LB pH7 hasta OD600 0.35, se hizo un pulso en 
medio mínimo M9 en alto y bajo Mg2+ y se realizó un ensayo de actividad β-galactosidasa. 
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Los resultados del ensayo realizado los podemos observar en la Figura 12. La actividad β-
galactosidasa detectada en la fusión transcripcional se mantiene en ambas condiciones de 
crecimiento y no se observaron cambios asociados a la incorporación del gen iraP. Por otra 
parte, la actividad β-galactosidasa de la fusión traduccional se incrementó significativamente 
al incorporar el gen iraP, este efecto se observó solo durante el crecimiento en bajas 
concentraciones de Mg2+. Los resultados permitieron concluir que los efectos de la presencia 
del gen iraP sobre la acumulación de RpoS, se deben a una regulación a nivel post-
transcripcional.   
3.1.5 La presencia del gen iraP aumenta la estabilidad de RpoS en S. Typhi  
Para determinar si la acumulación de RpoS se debe a un aumento en la traducción o a un 
aumento en la estabilidad de la proteína RpoS, se realizó un experimento de estabilidad de 
proteína, el que consiste en tratar las muestras con un antibiótico que actúa inhibiendo la 
traducción (Bougdour y cols. , 2006, Battesti y cols. , 2015), por lo que se hizo un tratamiento 
con tetraciclina, un antibiótico que interactúa con el ribosoma e impide la biosíntesis de 
proteínas (Anokhina y cols., 2004). La cepas utilizadas en este experimento fueron S. Typhi 
STH2370 ΔrpoS::3×flag (parental) y S. Typhi STH2370 ΔrpoS::3×flag Δ adrA::iraPSTM-Cam 
(+IraP). Estas cepas se crecieron en LB pH7 hasta OD600 0.35, en este punto se realizó un pulso 
de una hora en medio mínimo solo en bajas concentraciones de Mg2+. Posterior al pulso se 
extrajo una muestra al tiempo cero (sin tratamiento) y a los 5, 10 y 20 minutos después de 
una incubación con tetraciclina. Finalmente se hizo un Western blot, para detectar la proteína 
RpoS en estas muestras. Como se observa en la Figura 13, la presencia del gen iraP aumenta 
la estabilidad de la proteína RpoS. Para la cepa parental se observó que comenzó la 
51 
 
degradación de la proteína RpoS alrededor de los 10 minutos después del tratamiento con 
tetraciclina, observándose una disminución en la acumulación de RpoS, mientras que la cepa 
heteróloga (IraP+) presento una disminución en la acumulación de RpoS alrededor de los 20 
minutos, indicándonos que la presencia de iraP prolongó la vida media de RpoS, por lo tanto, 
favorece la estabilidad.    
Figura 13: La presencia del gen iraP aumenta la estabilidad de la proteína RpoS. Las cepas 
utilizadas se crecieron en LB pH7 hasta OD600 0.35, en este punto se realizó un pulso de una hora en 
medio mínimo en bajo Mg2+. Posteriormente se extrajo una muestra al tiempo cero (sin tratamiento) 
y otras a los 5, 10 y 20 minutos después de un tratamiento con tetraciclina. Las cepas utilizadas 
corresponden a S. Typhi STH2370 ΔrpoS::3×flag (parental) y S. Typhi STH2370 ΔrpoS::3×flag Δ 
adrA::iraPSTM-Cam (+IraP). Imagen representativa n=3. 
 
3.1.6 La acumulación de RpoS dependiente de iraP tiene un efecto final en la resistencia 
al estrés.  
Para evaluar si la acumulación de RpoS dependiente de iraP tiene un efecto en la resistencia 
final al estrés, realizamos un ensayo de supervivencia a estrés oxidativo. En estas condiciones 
de estrés, RpoS activa la transcripción de la catalasa katE, cuya expresión depende 
exclusivamente de RpoS (Sak y cols. , 1989), por lo que la medición de la resistencia a 
peróxido de hidrógeno se ha utilizado ampliamente para inferir la actividad y funcionalidad 
de RpoS. Para realizar este experimento se utilizó la cepa silvestre S. Typhi STH2370 y la 
cepa heteróloga STH2370 Δ adrA::iraPSTM-Cam. Se crecieron estas cepas en LB pH7 hasta 
OD600 0.35, se hizo un pulso de activación en medio mínimo M9 en alto y bajo Mg
2+ y se 
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tomó una muestra al tiempo 0 (sin tratamiento), a los 5, 10, 20 y 30 minutos después de la 
exposición a peróxido de hidrógeno 3 mM. De acuerdo con lo comentado anteriormente 
podemos ver en la Figura 14 que en bajas concentraciones de Mg2+ la cepa heteróloga (IraP+) 
presentó un mayor % de supervivencia al estrés oxidativo que la cepa silvestre en especial a 
los 5 y 10 minutos de exposición a peróxido de hidrógeno (Figura 14B). Por el contrario, en 
altas concentraciones de Mg2+ el % de supervivencia de la cepa heteróloga presento solo un 
pequeño incremento con relación a la cepa silvestre (Figura 14A). Estos resultados nos 
permiten concluir que la presencia de iraP aumenta la resistencia al estrés oxidativo en bajas 





Figura 14: La presencia de iraP incrementa la resistencia al estrés oxidativo. Ensayo de 
supervivencia a estrés oxidativo. Las cepas se crecieron en LB pH7 hasta OD600 0.35 punto en el 
que se realizó un pulso de activación en medio mínimo M9 en altas y bajas concentraciones de Mg2+. 
Se tomó una muestra al tiempo 0 (sin tratamiento), a los 5, 10, 20 y 30 minutos después de la 
exposición a peróxido de hidrógeno 3 mM. Las cepas utilizadas fueron S. Typhi STH2370 silvestre 
y la cepa heteróloga STH2370 Δ adrA::iraPSTM-Cam. A) Ensayo realizado para cepas que crecieron 
en altas concentraciones de Mg2+. B) Ensayo realizado para cepas que crecieron en bajas 





3.2. La presencia de iraP cambia la regulación de RpoS mediada por PhoPQ. 
3.2.1 El efecto observado en mutantes phoPQ corresponde a una regulación post-
transcripcional de RpoS.  
Con el fin de lograr dilucidar la vía de regulación en la que participaría iraP y entender las 
diferencias en la regulación de RpoS entre los serovares S. Typhi y S. Typhimurium, nos 
preguntamos si el efecto observado en la acumulación de RpoS en mutantes phoPQ es a nivel 
transcripcional o post-transcripcional. Para responder esta pregunta se generó las cepas doble 
mutante STH2370∆rpoS742::lacZ-∆phoPQ::cam y STH2370∆rpoS7::lacZ-∆phoPQ::cam. Se 
crecieron estas cepas junto a las cepas parentales en LB pH7 hasta OD600 0.35, se hizo un 
pulso en dos condiciones medio mínimo M9 en alto y bajo Mg2+. Finalmente se realizó un 
ensayo de actividad β-galactosidasa.  
Como se muestra en la Figura 15, la actividad β-galactosidasa de la fusión transcripcional se 
mantiene en ambas condiciones de crecimiento y no se observaron cambios asociados a la 
deleción del gen phoPQ. Por el contrario, la actividad β-galactosidasa de la fusión 
traduccional se incrementó al delecionar phoPQ, y este efecto fue más pronunciado en 
crecimiento en bajas concentraciones de Mg2+. Por lo tanto, los efectos de la deleción del gen 
phoPQ son pesquisable a nivel post-transcripcional, ya que, los niveles de la transcripción de 
rpoS se mantuvieron similares a los de la cepa parental. Considerando que phoP codifica 
para un regulador transcripcional (Tu y cols. , 2006) y que el efecto observado no es a nivel 
transcripcional, los resultados nos sugieren que la regulación ejercida sobre RpoS es indirecta 
a través de otro regulador que ejerce su función a nivel de la traducción o la estabilidad de 




Figura 15: El efecto de la deleción de phoPQ sobre la acumulación de RpoS es a nivel post-
transcripcional. Ensayo de actividad β-galactosidasa. Las cepas utilizadas se crecieron en LB pH7 
hasta OD600 0.35 y se realizó un pulso de una hora en condición activadora, medio mínimo M9 en 
altas y bajas concentraciones de Mg2+. Las barras grises representan la fusión transcripcional, en la 
que no se detectan cambios por efecto de la deleción del gen phoPQ. Las barras blancas representan 
la fusión traduccional en la que se observa que la acumulación de RpoS se ve incrementada por efecto 
de la deleción de phoPQ. *p≤0,05 en test de t. 
 
3.2.2 La presencia de iraP cambia la acumulación de RpoS dependiente de PhoPQ. 
Debido a que los resultados nos sugirieron que la regulación de RpoS ejercida por PhoPQ es 
indirecta a través de otro regulador que ejerce su función a nivel de la traducción o la 
estabilidad de proteína, quisimos evaluar si cambia la acumulación de RpoS en mutantes 
phoPQ al integrar el gen iraP. Para ello utilizamos las cepas STH2370 ΔrpoS:: 3×flag 
(parental) y la cepa STH2370 ΔrpoS::3×flag ΔphoPQ::FRT (ΔphoPQ) disponibles en  
nuestro laboratorio, junto a la cepa construida STH2370 ΔrpoS:: 3×flag ΔadrA::iraP (IraP+). 
Adicionalmente para este experimento se generó la cepa STH2370 ΔrpoS:: 3×flag 
ΔphoPQ::FRT- ΔadrA::iraP (ΔphoPQ IraP+). Las cepas mencionadas se crecieron en LB 
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pH7 hasta OD600 0.35, se hizo un pulso en medio mínimo M9 en alto y bajo Mg
2+ durante 
una hora, se extrajo proteínas totales para su análisis mediante un Western blot y se detectó 
la acumulación de la proteína RpoS. Según lo mostrado en la Figura 16, en mutantes phoPQ, 
se incrementó pronunciadamente la acumulación de RpoS en bajas concentraciones de Mg2+ 
(Figura 16B), sin embargo, en cepas ∆phoPQ IraP+, se revirtió este efecto observándose una 
acumulación de RpoS similar a que se obtuvo para la cepa parental (Figura 16B). Por el 
contrario, en altas concentraciones de Mg2+ no se observó este efecto y el incremento en la 
acumulación de RpoS en mutantes phoPQ es pequeño (Figura 16A). Por lo tanto, la presencia 
de iraP en bajas concentraciones de Mg2+ cambia la acumulación de RpoS dependiente de 
PhoPQ. 
 
Figura 16: La presencia de iraP cambia la acumulación de RpoS dependiente de PhoPQ. 
Western blot realizado para las cepas STH2370ΔrpoS::3×flag (parental), rpoS::3×flag ΔphoPQ::FRT 
(ΔphoPQ), rpoS::3×flag ΔadrA::iraP (IraP+) y rpoS::3x×flag ΔphoPQ::FRT ΔadrA::iraP (ΔphoPQ 
IraP+). A) Acumulación de RpoS evaluada en medio mínimo M9 altas concentraciones de Mg2+. B) 
Acumulación de RpoS evaluada en medio mínimo M9 bajas concentraciones de Mg2+. Western blot 
representativo n=3. 
 
3.2.3 La presencia de iraP cambia la resistencia al estrés oxidativo observado en 
mutantes phoPQ.  
En nuestro laboratorio se observó que en S. Typhi mutantes phoPQ en bajas concentraciones  
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de Mg2+ exhiben un leve aumento en la acumulación de RpoS (Figura 2). Además, este 
aumento en la acumulación de RpoS tiene una implicancia en el efecto final a la resistencia 
al estrés, lo que fue demostrado mediante ensayos de supervivencia a H2O2 (Hernández y 
cols, 2015, datos no publicados), donde se observó que la cepa S. Typhi ΔphoPQ presentan 
mayor resistencia al estrés oxidativo que la cepa parental. Por lo que se evaluó la resistencia 
al estrés oxidativo con el fin de determinar si los cambios vistos en la regulación de RpoS 
ejercida por PhoPQ atribuidos a la presencia de iraP, tienen un efecto final en la resistencia 
al estrés. Para ello se utilizó la cepa STH2370 ΔphoPQ::FRT y se construyó la cepa 
heteróloga STH2370 ΔphoPQ::FRT- adrA::iraPSTM-Cam. Se crecieron estas cepas en LB pH7 
hasta OD600 0.35, se hizo un pulso de activación en medio mínimo M9 en alto y bajo Mg
2+ y 
se tomó una muestra al tiempo 0 (sin tratamiento), a los 5, 10, 20 y 30 minutos después de la 
exposición a peróxido de hidrógeno 3 mM. En la Figura 17 se observa un pequeño efecto en 
mutantes phoPQ en el % de supervivencia al estrés oxidativo en bajas concentraciones de 
Mg2+, que a pesar de no ser significativo, si es concordante con los resultados anteriormente 
obtenidos en el laboratorio (Hernández y cols, 2015, datos no publicados). Se obtuvo una 
tendencia a que este pequeño efecto se revierta con la presencia de iraP en bajas 
concentraciones de Mg2+ (Figura 17B), mientras que en un crecimiento en altas 
concentraciones de Mg2+ no se observó este efecto (Figura 17A). Por lo tanto, la presencia 





Figura 17: La presencia de iraP cambia la resistencia al estrés oxidativo observado en mutantes 
phoPQ. Ensayo de supervivencia a estrés oxidativo. Las cepas se crecieron en LB pH 7 hasta OD600 
0.35 punto en el que se realizó un pulso de activación en medio mínimo M9 en altas y bajas 
concentraciones de Mg2+. Se tomó una muestra al tiempo 0 (sin tratamiento), a los 5, 10, 20 y 30 
minutos después de la exposición a peróxido de hidrógeno 3 mM. Las cepas utilizadas fueron S. 
Typhi STH2370 silvestre, STH2370 ΔphoPQ y la cepa heteróloga STH2370 ΔphoPQ-
ΔadrA::iraPSTM-Cam. A) Ensayo realizado para cepas que crecieron en altas concentraciones de 
Mg2+. B) Ensayo realizado para cepas que crecieron en bajas concentraciones de Mg2+. Imagen 
muestra el promedio de 3 ensayos independientes.  
 
3.3.1 La presencia de iraP en S. Typhi cambia el fenotipo de invasión y proliferación en 
células epiteliales.  
Según lo comentando anteriormente RpoS está involucrado en la regulación de la expresión 
de los genes codificados en las Islas de Patogenicidad SPI-1 y SPI-2, sugiriéndose que 
regulación de la expresión de estas islas tendría un efecto final en la invasión y el crecimiento 
intracelular. (Rice y cols. , 2015). Considerando que la incorporación de iraP en S. Typhi 
STH2370 cambia la regulación de RpoS y con el fin de determinar si la pérdida de iraP 
corresponde a un caso de reducción del genoma que tiene implicancia en la virulencia de S. 
Typhi, nos pareció interesante evaluar el fenotipo de invasión y proliferación celular 
asociados a la presencia de este gen. Las cepas utilizadas para este ensayo corresponden a 
STH2370 silvestre, la cepa control STH2370 ∆adrA::FRT y la cepa heteróloga STH2370 
ΔadrA::iraPSTM-Cam. Como se muestra en la Figura 18, la incorporación de iraP cambia el 
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fenotipo de invasión y proliferación celular en células epiteliales HT-29. La capacidad de 
invasión a células epiteliales disminuyó al incorporar iraP alrededor de un 65% en relación 
con la cepa parental (Figura 18A). Por otro lado, se obtuvo para la cepa heteróloga una mayor 
capacidad de proliferación al interior de las células epiteliales (Figura 18B), mientras que la 
capacidad de invasión (Figura 18C) y proliferación (Figura 18D) para la cepa control no se 
ve alterada. Por lo tanto, podemos concluir que en presencia de iraP disminuye la capacidad 
S. Typhi STH2370 de invadir células epiteliales HT-29, lo que sugiere que la pérdida de iraP 
puede corresponder a un caso de reducción del genoma que tiene implicancia en la virulencia 
de S. Typhi.  
3.3.2 Contribución de mutantes phoPQ en el fenotipo de invasión y proliferación en 
células epiteliales   
Debido a que en mutantes phoPQ también se incrementa la acumulación de RpoS en S. Typhi 
STH2370, quisimos evaluar como seria el fenotipo de invasión y proliferación celular. 
Además, según los resultados anteriormente obtenidos en los que la regulación de RpoS 
mediante PhoPQ cambia al incorporar iraP, decidimos determinar el fenotipo de invasión y 
proliferación en células epiteliales en mutantes phoPQ complementadas con iraP. Los 
resultados obtenidos los vemos reflejados en la Figura 19, mutantes phoPQ no presentaron 
cambios en la capacidad de invasión a células epiteliales HT-29, sin embargo, la cepa 
heteróloga ∆phoPQ ΔadrA::iraPSTM-Cam, presento un pequeño efecto no significativo en la 
capacidad de invasión de alrededor del 40% (Figura 19A). Por otro lado, en mutantes phoPQ 
se observó un pequeño efecto en la proliferación al interior de las células epiteliales HT-29. 
Si bien este efecto no es significativo, si se observó una tendencia al incremento en la 
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proliferación en estas mutantes (Figura 19B), por lo tanto, phoPQ no tendría un efecto sobre 
la capacidad de invasión a células epiteliales HT-29 en S. Typhi STH2370.  
 
Figura 18: Contribución de la cepa heteróloga STH2370 ΔadrA::iraPSTM-Cam en la invasión y 
proliferación de células en cultivo. A) Se evaluó la capacidad de invasión bacteriana en la línea 
celular HT-29 de la cepa STH2370 silvestre y la cepa heteróloga STH2370ΔadrA::iraPSTM-Cam. B) 
Se evaluó la capacidad de proliferación bacteriana al interior de la línea celular HT-29 de las mismas 
cepas antes mencionadas. C) Evaluación capacidad de invasión de la cepa control STH2370 
∆adrA::FRT. D) Evaluación de la capacidad de proliferación de la cepa control STH2370 




Figura 19: Contribución de la mutante phoPQ en la capacidad de S. Typhi de invadir y 
proliferar en células epiteliales en cultivo. A) Se evaluó la capacidad de invasión bacteriana en la 
línea celular HT-29 de la cepa STH2370 silvestre, la cepa STH2370 ∆phoPQ::FRT y la cepa 
heteróloga STH2370 ∆phoPQ ΔadrA::iraPSTM-Cam. B) Se evaluó la capacidad de proliferación 
bacteriana al interior de la línea celular HT-29 de las mismas cepas antes mencionadas. Imagen 
representativa de un n=3 
 
3.3.3 Efecto de iraP en el fenotipo de invasión y proliferación en células epiteliales HT-
29 de S. Typhi Ty2 
De acuerdo con la información disponible en bases de datos, el gen iraP se encuentra presente 
en S. Typhi, en cepas como CT18 o Ty2. La cepa de S. Typhi STH2370 corresponde a una 
cepa aislada de un paciente de fiebre tifoidea en Santiago de Chile y que se ha utilizado como 
referencia en numerosos estudios de este laboratorio. Considerado que se trata de un aislado 
clínico, nos preguntamos si otros aislados clínicos de S. Typhi también carecerían de este 
gen. Para ello realizamos un PCR comprobatorio con los partidores IraP-C e IraP-N a 8 cepas 
de cepas clínicas de S. Typhi y para determinar si la pérdida de este gen se debe a la constante 
manipulación en el laboratorio, realizamos también el PCR al vial original de STH2370. Los 
resultados los podemos visualizar en la Figura 20 y estos indicaron que iraP está presente en 
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todas las cepas evaluadas menos en STH2370, siendo esta una mutante natural para el gen 
iraP.  De acuerdo con este resultado y con el fin de determinar que la pérdida de este gen 
corresponda a una estrategia de reducción del genoma, hipotetizamos que en una mutante 
∆iraP de una S. Typhi diferente de STH2370, se debería observar que su ausencia contribuye 
en la capacidad de invasión o que la ausencia no genera cambios en esta capacidad. Para 
responder esta interrogante decidimos utilizar la cepa de S. Typhi Ty2 a la que realizamos 
primero un RT-PCR tiempo real para determinar si iraP se expresa en esta cepa y cómo es 
la expresión en condiciones similares a las evaluadas para la cepa STH2370. Como se 
muestra en la Figura 21, iraP se expresa en S. Typhi Ty2 y la expresión de iraP se incrementa 
en condiciones de bajo Mg2+ (Figura 21B). Posteriormente se realizó un ensayo de invasión 
y proliferación celular a la cepa silvestre de Ty2 y a la cepa mutante Ty2 ∆iraP. Los 
resultados obtenidos los vemos reflejados en la Figura 22, mutantes iraP en Ty2 no 
presentaron cambios significativos en la capacidad de invasión (Figura 22A) ni en la 
capacidad de proliferación al interior de células epiteliales HT-29 (Figura 22B). Por lo tanto, 
en S. Typhi Ty2 la ausencia del gen iraP no cambia la capacidad de invasión y proliferación 
celular.  
 
Figura 20: Presencia de iraP en cepas clínicas. PCR comprobatorio con partidores IraP-N 
e IraP-C para determinar la presencia del gen iraP en distintas cepas de aislados clínicos. Se 




Figura 21: Transcripción del gen iraP en la cepa de S. Typhi Ty2. Ensayo de RT-PCR en tiempo 
real para determinar los niveles de transcrito de iraP durante el crecimiento en medio mínimo M9 en 
altas concentraciones de Mg2+ (10 mM Mg2+) y en bajas concentraciones de Mg2+ (10 µm Mg2+). Las 





Figura 22: Contribución de iraP en la capacidad de S. Typhi Ty2 de invadir y proliferar en 
células en cultivo. A) Se evaluó la capacidad de invasión bacteriana en la línea celular HT-29 de la 
cepa Ty2 silvestre y la cepa Ty2∆iraP. B) Se evaluó la capacidad de proliferación bacteriana al 





4.1.1 Rol de IraP en la acumulación de RpoS en S. Typhi STH2370 
RpoS es el regulador central de la respuesta general a estrés. En ausencia de estrés los niveles 
celulares de RpoS son indetectables, alrededor de una molécula por célula. Sin embargo, en 
presencia de estrés, como la entrada a fase estacionaria, los niveles de RpoS se incrementan 
rápidamente alcanzando 230 moléculas por célula (Micevski y cols., 2015). Bajo condiciones 
normales RpoS se degrada a medida que se va sintetizando, evitando así su acción cuando 
no es necesario. El mecanismo de degradación requiere de la proteasa ClpXP y la proteína 
adaptadora RssB (MviA) que dirige a RpoS a ClpXP (Zhou y cols. , 2001b). El incremento 
de los niveles de RpoS y aumento de su vida media se debe principalmente a la inhibición de 
la proteólisis (Lange y Hengge-Aronis, 1994), que se logra principalmente inactivando al 
adaptador RssB. Esta tarea la cumplen proteínas denominadas anti-adaptadoras como IraP, 
IraD e IraM (Battesti y cols. , 2015). La proteína IraP (inhibidor de la actividad de RssB 
durante la inanición de fosfato) fue el primer anti-adaptador descrito en E. coli y contribuye 
significativamente en la estabilidad y acumulación de RpoS en fase estacionaria y en 
condiciones de inanición de fosfato (Bougdour y cols. , 2006). Tanto en E. coli como en 
Salmonella, IraP es inducido en bajas concentraciones de fosfato a través de la molécula 
ppGpp (Bougdour y cols., 2008). Sin embargo, en S. Typhimurium se ha reportado que está 
involucrado principalmente en la respuesta a inanición de Mg2+ (Bougdour y cols. , 2008, Tu 
y cols. , 2006). En nuestro laboratorio se encontró que la cepa de S. Typhi STH2370, perdió 
un segmento genómico en la que estaba contenido el gen iraP, por lo que decidimos integrar 
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este gen en su contexto genético para evaluar el rol de iraP en la acumulación y estabilidad 
de RpoS en S. Typhi. 
Para incorporar el gen iraP en S. Typhi STH2370 se utilizó una técnica de complementación 
heteróloga en cis, en la que se logró integrar el gen iraP proveniente de S. Typhimurium 
STM14028s en S. Typhi STH2370. Con el objetivo de determinar si se expresa el gen iraP 
en la cepa heteróloga se realizó un RT-PCR en tiempo real. Los resultados indicaron que el 
gen iraP proveniente de S. Typhimurium se expresa en S. Typhi. Sin embargo, se observó 
que la expresión no es inducida por bajas concentraciones de Mg2+.  
Con respecto a la transcripción de iraP se ha reportado que presenta en su secuencia 
promotora sitios de unión a PhoP y es activada directamente por el sistema de dos 
componentes PhoPQ (Bougdour y cols. , 2008). El sensor extracitoplasmático PhoQ detecta 
las bajas concentraciones de Mg2+ extracelular y activa mediante fosforilación a PhoP, un 
regulador de respuesta de unión a DNA (Groisman y cols., 2013), el cual a su vez activa la 
transcripción de IraP que se une a MviA e inhibe la proteólisis de RpoS (Tu y cols. , 2006). 
En E. coli el anti-adaptador inducido bajo estas condiciones corresponde a IraM, cuya 
secuencia nucleotídica presenta dos sitios putativos de unión a PhoP (Bougdour y cols. , 
2008). En un screening realizado en S. Typhimurium para la búsqueda de anti-adaptadores 
que regulan a RpoS se encontró la proteína RssC, que desempeña la misma función que IraM 
(Bougdour y cols. , 2008). No tenemos claro la razón por la que en S. Typhi STH2370 no es 
inducida la transcripción de iraP en bajas concentraciones de Mg2+, pero la presencia de otro 
anti-adaptador que cumpla la misma función sugiere que puede estar favorecida la inducción 
de la transcripción de este anti-adaptador, observándose solo una expresión basal del gen 
iraP (Figura 23A.2). Por otro lado, cuando se evaluó mediante western blot el efecto de iraP 
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sobre la acumulación de RpoS se observó que en presencia de iraP se incrementó la 
acumulación de RpoS solo en condiciones de bajo Mg2+. Si bien, no hay cambios en la 
transcripción de iraP en bajas concentraciones de Mg2+, los cambios pueden estar asociados 
a otro nivel de regulación, como el aumento de la estabilidad del mensajero, la traducción o 
la estabilidad de la proteína en la condición activadora (Figura 23B). Por ejemplo, en E. coli 
en bajas concentraciones de fosfato aumenta la estabilidad del RNA mensajero de iraP de 
15´ a 45´(Bougdour y Gottesman, 2007). Por otro lado, existen antecedentes de expresión 
constitutiva de anti-adaptadores, por ejemplo, el anti-adaptador IraD, que participa en la 
respuesta al estrés oxidativo y daño al DNA. IraD actúa regulando los niveles y la estabilidad 
de RpoS, no sólo después del daño del ADN, sino que constitutivamente (Merrikh y cols., 
2009a). Por lo que, estos antecedentes podrían explicar los resultados obtenidos respecto a la 
expresión de iraP en bajas concentraciones de Mg2+.  
Se puede sustentar la presencia de otro anti-adaptador que actúe en las condiciones 
mencionadas debido a que los organismos deben mantener la homeostasis de Mg2+, ya que, 
este catión es crítico en la estabilización de ribosomas y membranas (Pontes y cols., 2016), 
en la neutralización de ácidos nucleicos y actúa como cofactor en una variedad de reacciones 
enzimáticas (Groisman y cols. , 2013). El sistema PhoPQ es esencial para que Salmonella 
pueda adaptarse a condiciones de bajo Mg2+ (Papp-Wallace y Maguire, 2008), por lo que la 
función de IraP debería estar siendo realizada por otro factor de regulación. Además, IraP 
funciona como una proteína conectora que permite activar diferentes sistemas reguladores en 
respuesta a una señal, transmitiendo las propiedades nutricionales y/o el estado de estrés de 
la célula a RpoS (Mitrophanov y Groisman, 2008).   
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4.1.2 Nivel de regulación al que afecta IraP en la acumulación de RpoS en S. Typhi 
STH2370. 
Los resultados obtenidos indicaron que la regulación que ejerce IraP sobre RpoS corresponde 
a una regulación post-transcripcional, lo que es concordante con el mecanismo de acción que 
poseen los anti-adaptadores descritos. RssB (MviA) es un regulador de respuesta que posee 
un dominio N-terminal conservado, que alberga un sitio de fosforilación (Asp58) y un 
dominio C-terminal, que se requiere para la interacción con RpoS y la entrega de RpoS a la 
proteasa ClpXP (Battesti y Gottesman, 2013, Mitrophanov y Groisman, 2008). Cada anti-
adaptador se une directamente a RssB e inhibe su actividad. Específicamente IraP se une al 
dominio C-terminal de RssB, regulando la acumulación y la estabilidad de RpoS (Micevski 
y cols. , 2015). Si bien, se esperaba que la regulación fuera post-transcripcional por el 
mecanismo de acción que utilizan los anti-adaptadores, la integración del gen iraP podía 
desencadenar algún cambio en la regulación que de forma indirecta tuviera un efecto en la 
transcripción de RpoS, por ejemplo, afectando la regulación ejercida por el “factor x”, que 
de acuerdo con lo propuesto para S. Typhimurium es activado por el sistema PhoPQ en bajas 
concentraciones de Mg2+ y tendría un efecto en la transcripción de RpoS (Tu y cols. , 2006).  
4.1.3. La presencia del gen iraP aumenta la estabilidad de RpoS en S. Typhi.  
Los resultados indican que el gen iraP proveniente de S. Typhimurium, no solo se expresa 
en S. Typhi STH2370, sino que también, genera una proteína funcional que aumenta la 
acumulación y la estabilidad de RpoS. En los ensayos de estabilidad de RpoS se observó que 
en la cepa parental la degradación de la proteína RpoS comenzó alrededor de los 10 minutos 
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después del tratamiento con tetraciclina, mientras que la cepa heteróloga (IraP+) presentó 
una disminución en la acumulación de RpoS alrededor de los 20 minutos después del 
tratamiento con tetraciclina, indicando que la presencia de IraP prolongó la vida media de 
RpoS, por lo tanto, favorece la estabilidad.  
4.1.4. La acumulación de RpoS dependiente de iraP tiene un efecto final en la resistencia 
al estrés. 
La capacidad de Salmonella para sobrevivir al interior del macrófago y otras células del 
sistema inmune definen el desarrollo de la invasión sistémica. Uno de los principales 
mecanismos utilizados por las células del sistema inmune para eliminar patógenos 
intracelulares corresponde a la producción de especies reactivas de oxígeno (Wang y cols. , 
2015, Farr y Kogoma, 1991). Por lo que, Salmonella presenta mecanismos que le permiten 
lidiar con el estrés oxidativo. Entre estos mecanismos encontramos la respuesta a estrés 
oxidativo mediada por RpoS. Algunos de los genes de respuesta a estrés oxidativo regulados 
por RpoS son katG y katE que en E. coli producen dos tipos de catalasas, HPI codificada por 
el gen katG y HPII codificada por el gen katE. Las actividades de ambas aumentan a medida 
que las células crecen exponencialmente y entran fase estacionaria (Mukhopadhyay y 
Schellhorn, 1994). La regulación de la expresión de katE es principalmente dependiente de 
RpoS, a diferencia de katG que su principal regulador es OxyR (Mukhopadhyay y 
Schellhorn, 1994). Considerando que KatE está regulado exclusivamente por RpoS, la 
medición de la resistencia a peróxido de hidrógeno se utiliza ampliamente para inferir la 
actividad y funcionalidad de RpoS (Sak y cols. , 1989). Por lo que se realizó un desafío a 
estrés oxidativo para evaluar si la acumulación RpoS mediada por IraP tiene un efecto final 
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en la resistencia a estrés. Los resultados indicaron que en presencia del gen iraP se 
incrementa la resistencia al estrés oxidativo a los 5 y 10 minutos después de realizar el 
tratamiento con peróxido de hidrógeno. Este efecto se observa solo durante el crecimiento en 
bajas concentraciones de Mg2+, por lo que es concordante con los resultados obtenidos 
anteriormente.  
4.2.1 Rol de iraP en la regulación de RpoS mediada por PhoPQ en S. Typhi STH2370 
Como se mencionó anteriormente, el sistema de dos componentes PhoPQ es el principal 
involucrado en la respuesta a bajas concentraciones de Mg2+ (Papp-Wallace y Maguire, 2008, 
Monsieurs y cols., 2005), en S. Typhimurium PhoPQ regula positivamente la acumulación 
de RpoS en bajas concentraciones de Mg2+  (Tu y cols. , 2006). Sin embargo, en nuestro 
laboratorio se observó que el regulador PhoPQ participa de forma diferente en la acumulación 
de RpoS entre S. Typhimurium y S. Typhi en bajas concentraciones de Mg2+. S. Typhimurium 
ΔphoPQ presenta una disminución de la acumulación de RpoS (Tu y cols. , 2006). Por el 
contrario, en S. Typhi exhiben un leve aumento en la acumulación de RpoS (Hernández y 
cols, 2015, datos no publicados) (Figura 2). Con el fin de lograr dilucidar la vía de regulación 
en la que participaría iraP y entender las diferencias en la regulación de RpoS entre los 
serovares S. Typhi y S. Typhimurium primero se evaluó a qué nivel participa PhoPQ en la 
regulación de RpoS. Los resultados mostraron que el efecto de aumento en la acumulación 
de RpoS en mutantes phoPQ se debe a una regulación post-transcripcional. Considerando 
que phoP codifica para un regulador transcripcional (Monsieurs y cols. , 2005) y que el efecto 
observado no es a nivel transcripcional, los resultados nos sugieren que la regulación ejercida 
sobre RpoS es indirecta a través de otro regulador que ejerce su función a nivel de la 
estabilidad del RNA mensajero, traducción o la estabilidad de proteína (Figura 23A.1). Por 
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otro lado, estos resultados junto a otros obtenidos en nuestro laboratorio sobre la regulación 
de RpoS en bajas concentraciones de Mg2+ en S. Typhi, sugieren que la respuesta a esta señal 
corresponde a una respuesta estrés específica, en la que se podría prescindir de RpoS. La 
respuesta estrés especifica se caracteriza por ser generada a partir de una sola señal de estrés 
(en este caso bajo Mg2+), que activa un conjunto de genes que permiten eliminar el agente 
causante del estrés y/o remediar el daño que se haya producido, para recuperar las 
condiciones de homeostasis (Hengge-Aronis, 2002). En contraste, la respuesta general es 
activada por diferentes señales, confiere resistencia y es preventiva debido a que proporciona 
protección cruzada, porque es capaz de responder a la condición de estrés que desencadena 
la respuesta y a otras adicionales (Battesti y cols. , 2011), por lo que es posible que en esta 
condición se favorezca una respuesta específica para evitar la sobreinducción de genes, lo 
que explicaría la regulación negativa de PhoPQ sobre RpoS y/o la ausencia de iraP. Un 
ejemplo claro de esto corresponde a la regulación ejercida por OxyS, un RNA pequeño 
miembro del regulón OxyR, que es inducido por estrés oxidativo. OxyS está involucrado en 
la regulación negativa de la traducción de RpoS, para evitar la sobreinducción de genes 
implicados en la protección contra estrés oxidativo y evitar la activación del regulón 
multifuncional de RpoS, en situaciones que pueden ser mediadas por la respuesta especifica 
de OxyR (Hengge-Aronis, 2002). 
Luego se evaluó la acumulación de RpoS en mutantes phoPQ después de integrar el gen iraP. 
Se observó que la incorporación de iraP cambia la acumulación de RpoS mediada por 
PhoPQ. El efecto observado en mutantes phoPQ se reduce en presencia de iraP, siendo la 
acumulación de RpoS muy similar a la cepa parental. Desconocemos los motivos por los 
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cuales la incorporación de iraP anula el fenotipo observado para mutantes phoPQ. A pesar 
de esto, los datos obtenidos nos sugieren, que iraP en S. Typhi STH2370 es regulado por 
PhoPQ, debido a que en ausencia de PhoPQ, iraP al parecer no tendría un efecto en la 
acumulación de RpoS. Sin embargo, considerando que PhoP es un regulador transcripcional 
y la transcripción de iraP no es inducida en bajo Mg2+, esta regulación debería ser indirecta 
a través de otro factor que actué a nivel post-transcripcional (Figura 23C). Es difícil de 
explicar el fenotipo obtenido en cepas ∆phoPQ-iraP+ debido a que tanto PhoPQ como RpoS 
son factores globales cuya regulación es compleja. PhoPQ se activa bajo distintas señales 
como, bajas concentraciones de Mg2 +, Ca2 +, Mn2+ (Groisman, 2001), presencia de péptidos 
antimicrobianos (Bader y cols., 2005) y pH ácido (Bearson y cols., 1998). Además, PhoPQ 
controla directa e indirectamente gran parte de los genes de virulencia identificados en 
Salmonella (Cotter y DiRita, 2000). En resumen PhoP activa más de 100 genes (Papp-
Wallace y Maguire, 2008); solo en respuesta a bajas concentraciones de Mg2+ PhoP modifica 
la expresión del 3% de los genes de Salmonella (Kato y Groisman, 2008). Por otra parte, 
recordemos que RpoS regula alrededor del 10% de los genes en E. coli y a pesar de que ha 
sido ampliamente estudiado, continúan los hallazgos de su participación y gran impacto en  
la remodelación fisiológica implicada en la adaptación bacteriana (Lago y cols., 2017). Sobre 
la regulación de las proteínas anti-adaptadoras como IraP aún no se encuentra mucha 
información disponible. Se ha reportado que IraM e IraD son inhibidos trascripcionalmente 
por HN-S (Battesti y cols., 2012) y tanto IraP como IraD son regulados por la molécula 
ppGpp (Bougdour y Gottesman, 2007, Merrikh y cols., 2009b). HN-S es una proteína 
reguladora responsable de silenciar un gran número de genes (Altuvia y Wagner, 2000) y 
ppGpp es una molécula reguladora, principal involucrada en la respuesta a estrés por 
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nutrientes (Dalebroux y Swanson, 2012). Además, tanto HN-S como ppGpp regulan 
directamente a RpoS (Hengge-Aronis, 2002), por lo que, si bien se esperaba que el efecto de 
mutantes phoPQ sobre la acumulación de RpoS se mantuviera o se incrementara con la 
presencia de iraP, los resultados obtenidos junto a los antecedentes mencionados sugieren 
que el fenotipo observado puede deberse a un efecto pleiotrópico.   
4.2.2 La presencia de iraP cambia la resistencia al estrés oxidativo observado en 
mutantes phoPQ. 
En mutantes phoPQ en S. Typhi STH2370, el aumento en la acumulación de RpoS tiene una 
implicancia en el efecto final de la resistencia al estrés, lo que fue demostrado anteriormente 
en nuestro laboratorio mediante ensayos de supervivencia a H2O2 (Hernández y cols, 2015, 
datos no publicados). Se observó que la cepa S. Typhi ΔphoPQ presentan mayor resistencia 
al estrés oxidativo y un pequeño aumento en la expresión relativa de katE en comparación 
con la cepa parental. Por otro lado, ya que, al integrar el gen iraP cambia la regulación de 
RpoS mediado por PhoPQ, se evaluó si este cambio tiene implicancia en el efecto final a la 
resistencia a estrés. Utilizando la misma estrategia, ensayos de supervivencia a H2O2, se 
obtuvo que la presencia de iraP en mutantes phoPQ presenta una tendencia a disminuir la 
supervivencia al estrés oxidativo, un pequeño efecto no significativo, pero que sería 
concordante con los datos obtenidos en la acumulación de RpoS en mutantes phoPQ que 
integran el gen iraP. Por lo tanto, mediante dos estrategias distintas, Western blot y ensayos 
de supervivencia, se demostró que la presencia de iraP genera cambios en la regulación de 





Figura 23. Esquema ilustrativo propuesto de la regulación de RpoS mediante PhoPQ en 
Salmonella Typhi STH2370 en bajas concentraciones de Mg2+. En este esquema se representan 
tres escenarios. La regulación de RpoS mediada por PhoPQ en bajas concentraciones de Mg2+ (A). 
En donde, se sugiere la regulación negativa de RpoS a través de un factor de regulación post-
transcripcional activado por PhoPQ (A.1) y/o la presencia de un anti-adaptador con una función 
similar a la de IraP, que justificaría su ausencia y que puede o no estar regulado directamente por 
PhoPQ (A.2). Por otro lado, la regulación de RpoS en presencia de IraP (B). En cuyo caso, el 
incremento en la acumulación de RpoS en presencia de IraP, se explicaría por la participación de un 
regulador positivo de iraP a nivel post-transcripcional, ya que la transcripción de iraP no es inducida 
en bajo Mg2+. Finalmente, la regulación de RpoS en mutantes phoPQ que incorporan el gen iraP (C). 
En base a los resultados en ausencia de phoPQ no se observaría el efecto de IraP, por lo que se sugiere 
que PhoPQ regula IraP. Por otro lado, al incorporar IraP se anula el efecto sobre RpoS observado en 




4.3.1 La presencia de iraP en S. Typhi cambia el fenotipo de invasión y proliferación en 
células epiteliales. 
Recientemente se ha descrito que RpoS está involucrado en la regulación de la expresión de 
los genes codificados en las Islas de Patogenicidad SPI-1 y SPI-2, ejerciendo ambos tipos de 
regulación, negativa y positiva (Rice y cols. , 2015). Los genes codificados en SPI-1 se 
activan tempranamente en la infección del lumen intestinal y los genes de SPI-2 se expresan 
principalmente después de la internalización de la bacteria en la célula hospedera (Grassl y 
Finlay, 2008). Las proteínas codificadas en SPI-1 son necesarias para la invasión de las 
células epiteliales intestinales (LaRock y cols. , 2015), para atravesar la barrera física del 
revestimiento intestinal y desencadenar la captación de Salmonella por la célula epitelial. Por 
otro lado,  SPI-2 cumple un rol importante en la generación de la respuesta inflamatoria y el 
desarrollo de la infección sistémica (Grassl y Finlay, 2008, Guiney y Fierer, 2011) . Además, 
en estudios anteriores se ha demostrado que RpoS regula la expresión de los genes del 
Plásmido de Virulencia de Salmonella (SPV), que son necesarios para la infección sistémica 
y el crecimiento intracelular en S. Typhimurium (Heiskanen y cols. , 1994, Guiney y Fierer, 
2011). 
Considerando que la incorporación de iraP en S. Typhi STH2370 cambia la regulación de 
RpoS y con el fin de determinar si la pérdida de iraP corresponde a un caso de reducción del 
genoma que tiene implicancia en la virulencia de S. Typhi, se evaluó el fenotipo de invasión 
y proliferación celular asociados a la presencia de este gen. Al incorporar iraP cambia el 
fenotipo de invasión y proliferación celular en células epiteliales HT-29. En presencia de 
iraP disminuye significativamente la capacidad S. Typhi STH2370 de invadir células 
epiteliales HT-29 en un 65%. Con relación a la proliferación, se observó un incremento 
74 
 
significativo de 80%. Este resultado sugiere que un aumento en la acumulación de RpoS 
genera un desbalance que afecta la capacidad de invasión de S. Typhi STH2370. Como se 
mencionó anteriormente RpoS ejerce ambos tipos de regulación, negativa y positiva en los 
genes codificados por SPI-1 y SPI-2. Dentro de los genes que regula se encontró que en 
mutantes ΔrpoS aumenta la expresión hasta 8 veces de los genes del operón sicA codificado 
en SPI-1 (Rice y cols. , 2015). Por lo tanto, RpoS en un regulador negativo de este operón. 
Por otro lado, los  genes que forman parte de este operón codifican proteínas efectoras 
involucradas en reordenamientos de citoesqueleto de actina, internalización de las bacterias 
y sistema de secreción SST3, todas estas proteínas cumplen un rol importante en la invasión 
celular (LaRock y cols. , 2015, Fabrega y Vila, 2013, Galan, 2001). Considerando que la 
expresión de estos genes implicados en virulencia se caracteriza por ser compleja, estar 
controlada por diferentes factores y responder a diversas señales ambientales, un desbalance 
en la regulación podría generar cambios en los procesos infectivos. Por ejemplo, se ha 
reportado que al inactivar el sistema de dos componentes PhoPQ (mutantes phoPQ) en S. 
Typhimurium o al sobreactivarlo se presenta una fuerte atenuación de la virulencia en ratones 
(Garcia-Calderon y cols., 2007). Por lo tanto, parece concordante que un aumento en la 
acumulación de RpoS mediado por IraP genere cambios a nivel de la invasión celular. Este 
resultado en conjunto con los explicados anteriormente sugiere que la pérdida de iraP puede 




4.3.2. Contribución de mutantes phoPQ en el fenotipo de invasión y proliferación en 
células epiteliales   
El sistema de dos componentes PhoPQ es uno de los principales reguladores de virulencia en 
Salmonella entérica. Otros sistemas de dos componentes también están involucrados en 
virulencia y PhoPQ además, interactúa con algunos de ellos (Garcia-Calderon y cols. , 2007). 
Los genes regulados por PhoPQ están involucrados en distintas funciones como 
supervivencia intracelular, invasión, estructura lipídica, resistencia a los péptidos 
antimicrobianos, entre otros (Prost y Miller, 2008). PhoPQ reprime la expresión de genes 
codificados en SPI-1 y contribuye en la expresión de los genes de SPI-2 (Rychlik y Barrow, 
2005). PhoPQ es activado por señales ambientales como la presencia a péptidos 
antimicrobianos, pH ácido y bajo Mg2+, principalmente al interior del macrófago, fagosomas 
y tejidos intestinales (Dalebroux y Miller, 2014, Prost y Miller, 2008). Debido a que en 
mutantes phoPQ también se incrementa la acumulación de RpoS en S. Typhi STH2370, se 
evaluó el fenotipo de invasión y proliferación celular. Además, según los resultados 
anteriormente obtenidos en los que la regulación de RpoS mediante PhoPQ cambia al 
incorporar iraP, se determinó el fenotipo de invasión y proliferación en células epiteliales en 
mutantes phoPQ complementadas con iraP. Se obtuvo que mutantes phoPQ no presentaron 
cambios en la capacidad de invasión a células epiteliales HT-29. Lo que es concordante con 
los datos obtenidos en la literatura, pues la regulación por PhoPQ sobre los genes de 
virulencia es principalmente al interior del macrófago (Dalebroux y Miller, 2014). Por otro 
lado, al incorporar iraP en mutantes phoPQ, se observó un pequeño efecto en la capacidad 
de invasión, a pesar de que este no fue significativo, se observó una tendencia. Este resultado 
sugiere que al incorporar iraP se genera un desbalance en la regulación de los factores 
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asociados a la invasión y que este fenotipo no estaría relacionado solamente a la acumulación 
de RpoS. Por lo tanto, este resultado refuerza que el fenotipo observado puede deberse a un 
efecto pleiotrópico.  
4.3.3. Efecto de iraP en el fenotipo de invasión y proliferación en células epiteliales HT-
29 de S. Typhi Ty2. 
Para profundizar respecto a las razones por la que se perdió el gen iraP en S. Typhi STH2370 
y como otra forma de determinar si se trata de una estrategia de reducción del genoma, nos 
preguntamos qué ocurriría si mutamos iraP en S. Typhi Ty2, una cepa que sí posee este gen. 
Como resultado se obtuvo que no hay un efecto en la invasión y proliferación en células 
epiteliales HT-29. Este resultado sugiere que este gen por si solo, no sería importante en los 

















En este trabajo de Tesis se evaluó el rol del gen iraP en la acumulación y la estabilidad de 
RpoS en S. Typhi STH2370, su regulación mediada por PhoPQ y su participación en el 
proceso de invasión y proliferación en células epiteliales HT-29. Sobre la base de los 
resultados obtenidos, se concluyó que: 
1) La presencia de IraP de S. Typhimurium en S. Typhi STH2370 incrementa la 
acumulación y estabilidad de RpoS en este último serovar. Este efecto es, al menos 
parcialmente, dependiente del sistema de dos componentes PhoPQ. 
2) La presencia de IraP de S. Typhimurium disminuye la invasión e incrementa la 
proliferación de S. Typhi STH2370 en células epiteliales, sugiriendo que la pérdida 















En este trabajo de Tesis demostramos de forma indirecta que RpoS participa en los procesos 
de invasión y proliferación celular en células epiteliales. Un desbalance en la acumulación 
de RpoS, como el aumento en su acumulación mediado por IraP genera cambios en procesos 
infectivos. De acuerdo con estos antecedentes, un futuro trabajo de investigación podría 
determinar el rol de RpoS en estos procesos infectivos, al evaluar su ausencia o su 
sobreexpresión (por ejemplo, en mutantes mviA) sobre la capacidad de invasión o 
proliferación de S. Typhi en diferentes líneas celulares. Por otro lado, sería interesante 
determinar cómo se regula iraP en S. Typhi STH2370 (mutante natural) y Ty2 (que posee el 
gen).  
Por otra parte, el estudio de los mecanismos de regulación es importante, pues sienta una 
base para el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas. Por ejemplo, existen patentes en las 
que se utiliza RpoS y sus reguladores para generar distintos productos de utilidad industrial. 
Algunos de estos corresponden a:  
1) Generación de cepas vacunas: una cepa de Salmonella Dublin que presenta reprimidos los 
genes phoQ y rpoS utilizada para la inmunoprotección a infecciones por Salmonella Dublin 
y Salmonella Typhimurium (Número de Patente CN104694432, 2015) y una cepa de 
Salmonella Gallinarum mutante para los genes rpoS, ssrAB y hmp, utilizada como vacuna 
para prevenir la tifoidea aviar (Número de Patente KR20140095855, 2013).  
2) Generación de kit comerciales: un Kit junto a un método para detectar y cuantificar 
bacterias viables en una muestra. Utilizando como estrategia un RT-PCR en tiempo real que 
detecta RNA mensajero de rpoS (Número de Patente WO2011109901, 2011).  
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3) Síntesis de compuestos de interés industrial: Un método para mejorar el rendimiento de la 
generación de proteínas recombinantes, en el que el gen que codifica la proteína heteróloga 
de interés se puede fusionar con rpoS (Número de Patente KR20090025481, 2009) y 
estrategias que utilizan los anti-adaptadores en la síntesis de compuesto de interés comercial. 
Por ejemplo, en la síntesis de licopeno, un pigmento rojo con propiedades antioxidantes, que 
es sintetizado en E. coli donde la sobre expresión de proteínas anti-adaptadoras como IraP 
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